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I. EINLEITUNG
Coronavirusinfektionen sind in vielen Säugetierpopulationen endemisch. Sie rufen
meist gastrointestinale oder respiratorische Symptome hervor oder verlaufen
asymptomatisch (WOO et al., 2010; SELBITZ et al., 2011). Bei Katzen führt das
feline Coronavirus (FCoV) selten zu Symptomen (FOLEY et al., 1997). Eine
Mutation des Virus verursacht jedoch eine progressive, tödlich verlaufende
systemische Erkrankung, die feline infektiöse Peritonitis (FIP) (ROBISON et al.,
1971; FOLEY et al., 1997; HARTMANN, 2005; BROWN et al., 2009;
PEDERSEN, 2009; KIPAR & MELI, 2014). Zur Diagnose einer FIP wird der
Nachweis der Virusnukleinsäure mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder
der Nachweis des FCoV-Antigens mittels Immunhistochemie (IHC) oder
Immunzytochemie (IZC) genutzt. Die Aussagekraft der IZC zum Nachweis des
FCoV-Antigens in Makrophagen aus Körperhöhlenergüssen wurde bereits
untersucht (FELTEN et al., 2017a). Bei einer Manifestation der FIP im
Zentralnervensystem ist jedoch meist kein Erguss vorhanden. Dies erschwert die
Diagnose (WEISS & SCOTT, 1981a; FOLEY & LEUTENEGGER, 2001;
HARTMANN, 2005; FISCHER et al., 2012). Bislang gibt es keine Untersuchungen
zur Aussagekraft der IZC aus Liquor. Da der Liquor bei jungen Katzen nur in sehr
geringen Mengen vorliegt und die enthaltenen Zellen aufgrund der chemischen
Beschaffenheit des Liquors sehr fragil sind, müssen für die Durchführung einer IZC
aus Liquor die Bearbeitungsmodalitäten angepasst werden (FRY et al., 2006). Aus
diesem Grund gliedert sich diese Arbeit in einen ersten Teil, der die Möglichkeit
der Verwendung vorgefärbter Ausstriche zur IZC untersucht und die Beurteilung
verschiedener Vorbehandlungen beinhaltet. In einem zweiten Teil sollte die
Aussagekraft der IZC aus Liquor zum Nachweis einer FIP beurteilt werden.
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II.LITERATURÜBERSICHT: CORONAVIRUSINFEKTIONEN
DER FLEISCHFRESSER
Coronavirusinfektionen wurden bei vielen Säugern beschrieben
(MIHINDUKULASURIYA et al., 2008; SELBITZ et al., 2010; QUESENBERRY
& CARPENTER, 2012; WOO et al., 2014). Meist verursachen sie milde
Gastroenteritiden (z. B. bei Schwein, Hund, Katze, Frettchen, Kuh, Maus, Pferd,
Hyäne, Kleinbär, Hase, Delphin, Mensch) oder respiratorische Symptome (z. B. bei
Schwein, Hund, Frettchen, Kuh, Maus, Ratte, Wal, Mensch). Teils verläuft die
Infektion auch asymptomatisch (Tab. 1) (GAO et al., 2009; WOO et al., 2010;
SELBITZ et al., 2011; QUESENBERRY & CARPENTER, 2012; WOO et al.,
2014).
Im Folgenden soll näher auf die Biologie, die Beschaffenheit und die
Charakteristika der Coronaviren sowie spezieller auf Coronavirusinfektionen bei
den Fleischfressern Katze, Frettchen und Hund eingegangen werden.
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Tabelle 1: Überblick über Coronavirusinfektionen bei Säugern.
In Anlehnung an SELBITZ et al., 2010. Mit freundlicher Genehmigung des Georg
Thieme Verlags (Lizenzvereinbarung, 30. August 2017).
TEGV: transmissibles-Gastroenteritis-Virus; PRCoV: porzines-respiratorisches-
Coronavirus; PEDV: porzines-epidemisches-Diarrhoe-Virus; FCoV: felines
Coronavirus; CECoV: canines enterales Coronavirus; HCoV: humanes
Coronavirus; FrECoV: enterisches Coronavirus der Frettchen; SARS: schweres-
akutes-respiratorisches-Syndrom; FrSCoV: systemisches Coronavirus der
Frettchen; BCoV: bovines Coronavirus; PHEV: prozines hämagglutinierendes
Enzephalomyelitis-Virus; HECoV: humanes enterales Coronavirus; MHV: murines
Hepatitisvirus; RtCoV: Ratten-Coronavirus; CRCoV: canines respiratorisches
Coronavirus; ECoV: equines Coronavirus; MERS: respiratorisches-Syndrom-
Coronavirus des Mittleren Osten; BWCoV: Beluga-Wal-Coronavirus; BdCoV:
Großer-Tümmler-Coronavirus.
Ordnung Nidovirales
Familie Coronaviridae
Unter-
familie
Coronavirus
Virus Abkürzungen Hauptkrankheitsbild
Genus: Alphacoronavirus
(Gruppe 1)
Transmissibles Gastroenteritis-
virus der Schweine
TGEV Gastroenteritis
Porzines respiratorisches
Coronavirus
PRCoV
respiratorische
Symptome
Porzines-epidemisches-
Diarrhoe-Virus
PEDV Gastroenteritis
Felines Coronavirus
FECV Gastroenteritis
FIPV
feline infektiöse
Peritonitis
Canines Coronavirus
CECoV Gastroenteritis
pantropisches
CCoV
systemische Infektion
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Tabelle 1: Fortsetzung.
Ordnung Nidovirales
Familie Coronaviridae
Unter-
familie
Coronavirus
Virus Abkürzungen Hauptkrankheitsbild
Humanes Coronavirus
HCoV-229E
respiratorische
Symptome
HCoV-NL63 respiratorische
Symptome
Frettchen-Coronavirus
SARS-CoV
respiratorische
Symptome
FrECoV Gastroenteritis
FrSCoV
feline-infektiöse-
Peritonitis-ähnliche
Erkrankung
Genus Betacoronavirus
(Gruppe 2)
Bovines Coronavirus BCoV
respiratorische
Symptome, Enteritis
Humanes Coronavirus
HCoV-OC-43
respiratorische
Symptome
HCoV-HKU1
respiratorische
Symptome
Humanes enterales Coronavirus HECoV Gastroenteritis
Porzines-hämagglutinierendes-
Enzephalomyelitis-Virus
PHEV
Kümmern und
Gastroenteritis
Murines Hepatitisvirus MHV
Hepatitis, Enzephalitis,
respiratorische
Symptome,
Gastroenteritis
Ratten-Coronavirus RtCoV
respiratorische
Symptome
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Tabelle 1: Fortsetzung.
Ordnung Nidovirales
Familie Coronaviridae
Unter-
familie
Coronavirus
Virus Abkürzungen Hauptkrankheitsbild
Canines respiratorisches
Coronavirus
CRCoV
respiratorische
Symptome
Equines Coronavirus ECoV Enteritis
Schweres-akutes-
respiratorisches-Syndrom-
Coronavirus
SARS-CoV
respiratorische
Symptome
Respiratorisches-Syndrom-
Coronavirus des Mittleren
Ostens
MERS-CoV
respiratorische
Symptome,
Multiorganversagen
Genus Gammacoronavirus
(Gruppe 3)
Beluga-Wal-Coronavirus BWCoV-SW1
respiratorische
Symptome,
Leberversagen
Großer-Tümmler-Coronavirus
(bottlenose dolphin coronavirus)
BdCoV-HKU22 Enteritis
1. Allgemeines zur Biologie der Coronaviren
Coronaviren (CoV) werden der Familie der Coronaviridae zugeordnet, die zu den
behüllten RNA-Viren und, zusammen mit den Familien Arteriviridae und
Roniviridae, zur Ordnung der Nidovirales gehören (HAGEMEIJER et al., 2012).
Coronaviren wurden erstmals 1965 bei Erkältungskrankheiten bei Menschen mit
Symptomen einer Entzündung der oberen und unteren Atemwege entdeckt und
1968 aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede gegenüber anderer Viren als
eigene Familie definiert. Ein morphologisches Charakteristikum der CoV sind die
in der Membranhülle eingelagerten Proteine, durch die sie im
elektronenmikroskopischen Bild einer Krone gleichen (lat. corona: Kranz, Krone),
was namensgebend für diese Virusfamilie ist (Abb. 1) (DE VRIES et al., 1997;
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WOO et al., 2010; SELBITZ et al., 2010).
Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Abbildung eines Coronavirus
(Truthahn-Coronavirus).
Angefertigt vom Institut für Virologie, Ludwig-Maximilians-Universität,
München, Abdruck mit Erlaubnis von Prof. Dr. Gerd Sutter (24. Juli 2014).
CoV besitzen eine sphärische bis pleomorphe komplexe Struktur mit einer linearen
einzelsträngigen RNA positiver Polarität und einer Genomgröße von 27,6–33,0
Kilobasenpaaren (Kbp). Sie tragen somit das größte und komplexeste Genom, das
bei RNA-Viren bekannt ist. Im Inneren der Partikel liegt ein helikaler
Ribonukleokapsidkomplex (DE VRIES et al., 1997; MODROW & FALKE, 2010;
LIESS & MOENNIG, 2010; CHANG et al., 2016). Das Genom besteht aus über
29.000 Nukleotiden und 6-14 offenen Leserastern (open reading frames, ORF), die
für Strukturproteine, nicht-Strukturproteine (NSP) und akzessorische Proteine
codieren. Etwa zwei Drittel nehmen dabei ORF-1a und ORF-1b im Bereich des
5´- Endes (Cap-Struktur) ein (Abb. 2) (KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN,
2014b).
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Abbildung 2: Genomischer Aufbau eines Coronavirus.
In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014. Mit freundlicher Genehmigung von
SAGE Publications (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017).
ORF: offene Leseraster (open reading frames); S: Spikeprotein; E: Hüllprotein; M:
Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein; 3a-c und 7a-b: nicht-Strukturproteine.
Diese beiden ORF sind Bestandteile des viralen Replikase-Gens, welches die RNA-
Replikation einzelsträngiger RNA-Viren steuert. Daher tragen sie zur Produktion
von Polypeptiden, wie NSP, bei. Die NSP sind wiederrum an proteolytischen
Prozessen, der Genomreplikation und an der Synthese der subgenomischen Boten-
RNA (mRNA) beteiligt (Abb. 3) (DE VRIES et al., 1997; WOO et al., 2010;
PEDERSEN, 2014b). Sie interagieren mit Komponenten des endoplasmatischen
Retikulums (ER) und des Golgi-Apparates der Zelle und bilden einen Replikation-
Transkription-Komplex. Dieser enthält vielfältige, die RNA-Synthese
beeinflussende Enzyme und Hilfsproteine. Über eine RNA-Polymerase werden
negativ-Stränge der RNA codiert, die wiederum als Vorlage, sogenannte
Templates, für die Produktion der mRNA positiver Polarität dienen (Abb. 3). Nicht
die Templates, sondern nur diese einzelsträngige RNA positiver Polarität besitzt
eine Cap-Struktur am 5`-Ende und ein polyadenyliertes 3´-Ende. Durch die beiden
Enden werden gleichartige Strukturen der zellulären mRNA nachgeahmt, wodurch
das Virus die zelleigenen Mechanismen zur viralen Proteinsynthese nutzen kann
(PEDERSEN, 2014a). Eine charakteristische Eigenschaft der CoV während der
Replikation besteht darin, wechselnde, zufällige Templates zu verwenden. Daraus
resultieren häufige Rekombinationen und Mutationen (WOO et al., 2010). Ein
Beispiel für die Verwendung zufälliger Templates und die Bildung einer neuen
CoV-Art über eine homologe RNA-Rekombination ist die Entstehung des felinen
Coronavirus (FCoV) Typ II durch eine Rekombination zwischen dem
FCoV-Typ-I und dem caninen Coronavirus (CCoV) (WOO et al., 2010).
Poly-
A-3´
5´ C
ORF-1a
ORF-1b S
3b
7b3a 3c
NME
7a
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Abbildung 3: Replikation der Coronaviren.
In Anlehnung an STADLER et al., 2003. Mit freundlicher Genehmigung der Nature
Publishing Group (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).
rER: rauhes endoplasmatisches Retikulum; Golgi: Golgi-Apparat; NSP: nicht-
Strukturproteine; S: Spikeprotein; E: Hüllprotein; M: Membranprotein;
N: Nukleokapsidprotein; RNA: Ribonukleinsäure; ORF: offene Leseraster.
Die ORF sind nicht nur in die Bildung der NSP, sondern auch in die Bildung von
Strukturproteinen involviert (Abb. 3), denen unterschiedliche Funktionen
zugeschrieben werden. Den ORF-1a und ORF-1b nachgelagert in Richtung 3´-Ende
sind die Gene für die Strukturproteine, welche in folgender Reihenfolge angeordnet
sind: Spikeprotein (S-Protein, Surface-Protein), Hüllprotein (E-Protein, Envelope-
Protein), Membranprotein (M-Protein), Nukleokapsidprotein (N-Protein) und bei
einigen CoV die Hämagglutininesterase (HE-Protein) (Abb. 2 und 4) (MODROW
& FALKE, 2010; HAIJEMA et al., 2004; PEDERSEN et al., 2009; LIESS &
MOENNIG, 2010; LE PODER, 2011; SELBITZ et al., 2010).
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Abbildung 4: Morphologie eines Coronavirus.
In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014 und STADLER et al., 2003.
RNA: Ribonukleinsäure. Mit freundlicher Genehmigung von SAGE Publications
und Nature Publishing Group (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017 und 03.
September 2017).
Von den Strukturproteinen ist das S-Protein für die Bindung der CoV an die
Zielzelle essentiell. Das S-Protein wird dabei in ein S1-Protein, das für den
Zelltropismus und die Bindung an die Zielzelle über spezifische Zellrezeptoren (z.
B. Aminopeptidase N bei FCoV) verantwortlich ist, und in ein S2-Protein, das über
zwei Regionen mit hydrophoben Wiederholungen, den sogenannten
Heptadenwiederholungen HR 1 und HR 2, für die Zellfusion sorgt, unterteilt
(Abb. 5) (PEDERSEN, 2014b; XIA et al., 2014). Die 3 HR-1-Spiralen im
Mittelpunkt des S2-Proteins und die 3 daran anliegenden HR-2-Ketten ermöglichen
die Freisetzung des positiven RNA-Einzelstranges in das Zytoplasma (Abb. 3 und
5) (XIA et al., 2014). Das N-Protein spielt bei der Synthese der viralen RNA und
der Proteinsynthese sowie in der Virionstruktur eine wichtige Rolle. Nach
Zusammenbau des Virions während seines Weges innerhalb zellulärer
Membranstrukturen zur Zelloberfläche (Abb. 3) wird es als reifes Virion mittels
Exozytose freigesetzt. Die Eigenschaften der unterschiedlichen Strukturproteine
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Struktur des Spikeproteins eines Coronavirus.
In Anlehnung an XIA et al., 2014. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier
Verlags (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).
SP: Signalpeptid; FP: Fusionspeptid; HR1 und HR2: Heptadenrepeats 1 und 2; TM:
Transmembrandomäne; CD: zytoplasmatische Domäne; RBD:
Rezeptorbindungsdomäne; CoV: Coronavirus; S1 und S2: Spikeproteine;
S1: Anteil des Spikeproteins, das für den Zelltropismus und die Bindung an die
Zielzelle über spezifische Zellrezeptoren verantwortlich ist; S2: Anteil des
Spikeproteins, das für die Zellfusion sorgt.
SP FP HR1 HR2 TM CDCoV
S1
S2
RBD: Zielstruktur von neutralisierenden
Antikörpern und DPP4
HR1: Zielstruktur für Fusionsinhibitoren
wie das HR2P
HR2
S1
Unter
S2
Untere
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Tabelle 2: Funktion der Strukturproteine und Enzyme der Coronaviren.
In Anlehnung an MODROW & FALKE, 2010. Mit freundlicher Genehmigung des
Springer Verlags (Lizenzvereinbarung, 30. August 2017).
kD: Kilodalton; FCoV: felines Coronavirus; S: Spikeprotein; M: Membranprotein;
N: Nukleokapsidprotein; ER: endoplasmatisches Retikulum; ADCC:
antikörpervermittelte zytotoxische Zellreaktion; RNA: Ribonukleinsäure; HE:
Hämaglutininesterase; ACE-2: Angiotensin-konvertierendes Enzym 2; SARS-
CoV: schweres-akutes-respiratorisches-Syndrom-Coronavirus; OC 43: Serogruppe
der humanen Coronaviren (HCoV) (fallen in Serogruppe 2); ?: nicht bekannt.
Protein
Größe
(kD) Eigenschaften Funktionen
S-Protein 180–200 glykosyliertes
Membranprotein
Lokalisation in
Virus- und
Zytoplasmamembran
infizierter Zellen
Di- oder Trimer
1. Adsorption an
Aminopeptidase N (z. B.
FCoV) oder ACE-2 (z. B.
SARS-CoV)
2. Induktion der
Membranfusion
3. neutralisierende
Antikörper
4. ADCC-Antwort
M-Protein 20–30 glykosyliertes
Membranprotein
Lokalisation in
viraler Membran und
ER-Membran
infizierter Zellen
1. Interaktion mit N-Protein
2. Initiierung der viralen
Morphogenese durch
Penetration und
Aufnahme in das ER-
Lumen (Budding)
HE-
Protein
65 glykosyliertes
Membranprotein der
Serogruppe OC43
Dimer
1. sekundäre Adsorption an
die acetylierten
Neuraminsäurerestern
2. Acetylesterase
3. Hämagglutinin
4. Hämadsorption
N-Protein 50–60 phosphoryliert,
stark basisch
1. Bindung an die RNA
unter Bildung des
helikalen Nukleokapsids
2. Interaktion mit der
zytoplasmatischen
Domäne des M-Proteins
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Tabelle 2: Fortsetzung.
Protein Größe
(kD)
Eigenschaften Funktionen
RNA-
abhängige
RNA-
Polymerase
? ? Bindung der genomischen
und subgenomischen RNA
Protein-
kinase
? ? Regulation von
Transkriptionsfaktoren
Protease ? ? proteolytische Spaltung des
Polymerasevorläuferproteins
Aufgrund der Prädisposition der CoV, häufig zu rekombinieren und mutieren, kann
es zur Veränderung bestimmter Proteine (z. B. S-Protein, 3c-Protein) kommen.
Durch diese Veränderungen können sich Zelltropismus und Pathogenität ändern.
Dies kann zu letalen Krankheitsverläufen führen (MURRAY et al., 2010; WOO et
al., 2010; KIPAR & MELI, 2014).
2. Coronavirusinfektionen der Katzen, Frettchen und Hunde
Bei Katzen kommen asymptomatische Infektionen, aber gelegentlich auch
schwerwiegende, systemische Verläufe einer FCoV-Infektion nach Mutation des
Virus vor (HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN, 2014a).
Aber auch bei Frettchen und Hunden sind systemische Krankheitsverläufe
beschrieben (BUONAVOGLIA et al., 2006; DOMINGUEZ et al., 2011; ZICOLA
et al., 2012).
2.1. Coronavirusinfektionen der Katzen
FCoV sind für nahezu alle Feliden infektiös (HARTMANN, 2005; BROWN et al.,
2009; PEDERSEN, 2014a). CoV-Infektionen bei Katzen können asymptomatisch
verlaufen oder milde Gastroenteritiden verursachen (KIPAR & MELI, 2014;
PEDERSEN, 2014a) oder aber eine schwere systemische Krankheit, die FIP,
verursachen. Basierend auf antigenetischen Unterschieden, wird das FCoV in zwei
Serotypen unterteilt: FCoV-Typ-I und -Typ-II. FCoV-Typ-I kommen häufiger vor
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und sind für 70-95 % der Infektionen verantwortlich (VOGEL et al., 2010,
BROWN, 2011). Bleibt die FCoV-Infektion auf Enterozyten beschränkt, wird
dieser enterale Biotyp als felines enterales CoV bezeichnet. Verändert sich jedoch
durch spezifische Mutationen der Zelltropismus des FCoV, entsteht ein pathogenes
Virus, das feline-infektiöse-Peritonitis-Virus (FIPV), das zu einer systemischen und
letalen Erkrankung führt (HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI, 2014;
PEDERSEN, 2014a).
2.1.1. Felines enterales Coronavirus
Das feline enterale Coronavirus (FECV) kann milde Durchfallsymptomatiken bei
Katzen hervorrufen. Die Infektion kann aber auch asymptomatisch verlaufen
(PEDERSEN et al., 1981; ADDIE et al., 2009).
2.1.1.1. Ätiologie und Epidemiologie
FCoV-Infektionen treten bei Hauskatzen und nahezu allen Wildkatzen auf (ADDIE
et al., 2009; BROWN et al., 2009). FCoV sind vor allem in Mehrkatzenhaushalten,
Katzenzuchten und Tierheimen endemisch, da dort permanent die Möglichkeit
einer Reinfektion besteht (HARTMANN, 2005; ADDIE et al., 2009; BROWN et
al., 2009). So weisen nur ca. 20 % der Katzen aus Einzelhaltungen oder der Katzen,
die als Streuner leben, aber nahezu 100 % der Katzen aus Mehrkatzenhaushalten
Antikörper auf (PEDERSEN, 1976a; ADDIE & JARRETT, 1992; PEDERSEN,
1995; BROWN et al., 2009).
2.1.1.2. Pathogenese
Die Infektion mit dem harmlosen FECV findet meist bereits im Welpenalter statt
(FOLEY et al., 1997; ADDIE et al., 2009; KIPAR & MELI, 2014). Als infektiös
gelten dabei vor allem Kot, aber auch andere Sekrete und Exkrete (HARTMANN,
2005; ADDIE et al., 2009). Bereits zwei Tage nach Infektion kann das Virus im
Kot nachgewiesen werden. Die Ausscheidung kann über Wochen bis Monate
andauern, manchmal auch lebenslang. Nach oronasaler Aufnahme des FCoV
kommt es initial zur Virus-Replikation im Bereich der Tonsillen und der Epithelien
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des Oropharynx. Nachfolgend werden die Darmepithelzellen befallen (MAYR &
ROLLE, 2007; VOGEL et al., 2010; LE PODER, 2011). Mit FECV infizierte
Katzen entwickeln meist keine Symptome. Wenn Symptome auftreten, sind nur
milde und meist selbst-limitierende Magen-Darm-Problematiken, wie Anorexie,
Erbrechen und Durchfall, zu sehen (PEDERSEN et al., 1981; ADDIE et al., 2009).
In einzelnen Fallberichten führten die lokalen Infektionen des Darmes in
Ausnahmefällen zu schwerwiegenden, katarrhalischen und hämorrhagischen
Enteritiden mit Todesfolge (KIPAR & MELI, 2014).
2.1.1.3. Pathologische Veränderungen
In der pathologischen Untersuchung von symptomatischen Katzen ist eine
unterschiedlich ausgeprägte Villiatrophie der Darmschleimhaut, die vom
Duodenum bis Ileum reicht, beschrieben (PEDERSEN et al., 1981; KIPAR et al.,
1998). Eine Villifusion sowie Abtrennung und Verschorfung der Epithelzellen der
Basalmembran sowie eine milde Entzündungsreaktion können zu sehen sein
(PEDERSEN et al., 1981; KIPAR et al., 1998).
2.1.2. Felines-infektiöse-Peritonitis-Virus
Durch spezifische Mutationen kann aus dem FECV das FIPV entstehen (POLAND
et al., 1996; VENNEMA et al., 1998). Das FIPV führt zu einer systemischen
Infektion mit pyogranulomatösen Organveränderungen, die obligat tödlich verläuft
(KIPAR & MELI, 2014).
2.1.2.1. Ätiologie und Epidemiologie
Etwa 510 % der Katzen in Mehrkatzenhaushalten, die mit dem FCoV infiziert
sind, entwickelten FIP (PEDERSEN, 1976a; ADDIE, 2000; HARTMANN, 2005;
BROWN et al., 2009; PEDERSEN, 2009). Katzen aller Altersstufen können an FIP
erkranken, häufiger tritt die Krankheit jedoch bei Tieren im Alter unter 2 Jahren auf
(FOLEY et al., 1997; HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009; MWASE et al.,
2015, RIEMER et al., 2016). Manche Rassen, wie Abessinier, Bengalen, Heilige
Birma, Himalayan und Ragdoll, zeigten im Vergleich zu anderen Rassen ein
signifikant höheres Risiko, FIP zu entwickeln (NORRIS et al., 2005; BELL et al.,
II. Literaturübersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 15
2006; CARLSON & MACINTIRE, 2006; WORTHING et al., 2012; KIPAR &
MELI, 2014; PEDERSEN et al., 2016). Aufgrund dieser rassespezifischen
Prädisposition wurde angenommen, dass auch genetische Faktoren eine Rolle bei
der Entstehung der FIP spielen (PEDERSEN et al., 2016). GOLOKVO und
Mitarbeiter (2013) beobachteten bei einer Inzuchtpopulation von Birma-Katzen
einen Zusammenhang zwischen der Empfänglichkeit für FIP und genetischen
Faktoren einerseits und dem Alter der Katzen andererseits. Dabei konnten 5
potentielle Gene identifiziert werden, die in die Immunregulation und den
Apoptose-Prozess involviert und damit potentiell prädisponierend für die
Entwicklung einer FIP waren. Ein 100%iger Zusammenhang zwischen dem Grad
der Empfänglichkeit für FIP und dem Phänotyp der erkrankten Katzen konnte
allerdings nicht hergestellt werden (GOLOVKO et al., 2013). PEDERSEN und
Mitarbeiter (2014) zeigten, dass 36 % der Laborkatzen einer spezifischen
Zuchtkolonie resistent gegen eine klinische FIP-Manifestation waren. Der
genetische Ursprung dieses Phänomens konnte jedoch nicht gefunden werden
(PEDERSEN, 2014a). In einer weiteren Inzuchtstudie wurde eine höhere
Empfänglichkeit bestimmter Katzenwelpen für eine experimentell induzierte FIP
gesehen, aber auch hier konnte die genetische Grundlage nicht gefunden werden
(PEDERSEN et al., 2016).
2.1.2.2. Pathogenese
Die Pathogenese der FIP ist komplex und nach wie vor nicht vollständig geklärt.
Das durch Mutation veränderte FCoV, das FIPV, vermehrt sich in Makrophagen
(ROTTIER et al., 2005). Dadurch kommt es zu einer systemischen Infektion. Es
treten Körperhöhlenergüsse und pyogranulomatöse Veränderungen in
verschiedenen Organen, inklusive ZNS und Augen, auf (HARTMANN, 2005;
LIESS & MOENNIG, 2010; KIPAR & MELI, 2014). Derzeit gelten drei
Schlüsselereignisse als Voraussetzung für die Entwicklung einer FIP (KIPAR &
MELI, 2014):
I) Entstehung hochpathogener FIPV durch Mutation
II) effektive und permanente FIPV-Replikation in Makrophagen
III) Aktivierung der FIPV-infizierten Makrophagen
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2.1.2.2.1. Mutation
Der virulente Biotyp des FCoV, das FIPV, entsteht in der Katze durch Mutation
(HARTMANN, 2005; MYRRHA et al., 2011). Der Ort der Mutationen ist nicht
eindeutig geklärt. Vermutlich kommen verschiedene Lokalisationen in Frage. Das
nicht-mutierte FCoV, das FECV, repliziert vorwiegend in Darmepithelzellen, dabei
bei einer aktiven Infektion vor allem im Bereich des Duodenums bis Zäkums
(KIPAR et al., 2010; PEDERSEN et al., 1981; PEDERSEN et al., 2012).
Interessanterweise wurde nach experimenteller intraperitonealer Verabreichung des
FECV an pathogenfreie Katzen eine FECV-Ausscheidung mit dem Kot
nachgewiesen. Daher wird davon ausgegangen, dass FECV sich auch systemisch
ausbreiten können, also Makrophagen infizieren und sich über eine Makrophagen-
assoziierte Virämie systemisch verbreiten und somit ihrem Enterotropismus folgen
können. In den Makrophagen findet allerdings keine bedeutende Replikation statt
(DEWERCHIN et al., 2006; KIPAR et al., 2010; PEDERSEN et al., 2012; KIPAR
& MELI, 2014; ROTTIER et al., 2005). Aufgrund der Tatsache, dass sowohl
harmlose FECV, als auch virulente FIPV in Makrophagen replizieren können,
gingen PEDERSEN und Mitarbeiter (2012) davon aus, dass eher die Makrophagen
und nicht die Darmepithelzellen der Ort sein könnte, an dem die entscheidenden
Mutationen stattfinden (PEDERSEN et al., 2012).
Derzeit wird angenommen, dass mehrere Mutationen dafür verantwortlich sein
können, dass Katzen FIP entwickeln (BATTILANI et al., 2010;
DEDEURWAERDER et al., 2013; KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN, 2014a).
Eine besondere Bedeutung wird dabei einer Mutation im Gen des S-Proteins
zugeschrieben (ROTTIER et al., 2005; DEDEURWAERDER et al., 2013; KIPAR
& MELI, 2014). In einer Studie wurden bei über 95 % der Katzen mit FIP, nach
Sequenzierung und phylogenetischer Analyse mehrerer Isolate, zwei verschiedene
Mutationen im Bereich des Gens des S-Proteins entdeckt (CHANG et al., 2012;
KIPAR & MELI, 2014). In derselben Studie wurde diese Mutation bei den
gesunden Katzen nicht nachgewiesen. Mutationen im S-Protein führen zur
Unfähigkeit, an Enterozyten zu binden. Dabei liegen diese Mutationen nicht im Gen
des Rezeptorbindungsproteins S1, sondern in der membranproximalen S2-Domäne,
welche für die Membranfusion des Virus mit der Zielzelle verantwortlich ist
(ROTTIER et al., 2005; KIPAR & MELI, 2014). Diese Annahme wurde damit
belegt, dass eine Deletion im Gen des S1-Proteins keinen Einfluss auf die Fähigkeit
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des Virus hatte, von Makrophagen aufgenommen zu werden (TAKANO et al.,
2011). Demgegenüber wurde durch Mutation im Bereich des Gens des S2-Proteins
die Aufnahme des Virus in Makrophagen erheblich gefördert (KIPAR & MELI,
2014). In Tabelle 3 sind die Funktionen der Strukturproteine und der NSP der FCoV
und die Auswirkung auf die Pathogenität zusammengefasst (Tab. 3).
Tabelle 3: Struktur- und Nichtstrukturproteine der felinen Coronaviren mit
Funktion und Auswirkung auf die Entstehung der FIP.
In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014. Mit freundlicher Genehmigung von
SAGE Publications (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017).
S: Spikeprotein; S1: Anteil des Spikeproteins, das für den Zelltropismus und die
Bindung an die Zielzelle verantwortlich ist; S2: Anteil des Spikeproteins, das für
die Zellfusion sorgt; E: Hüllprotein; M: Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein;
3a-c und 7a-b: nicht-Strukturproteine; BMDM: Makrophagen aus dem
Knochenmark (bone marrow-derived macrophages).
Protein/
Lokalisation
Funktion
Rolle bei der Entstehung von FIP
(in-vitro- und in-vivo-Studien)
S
Aufnahme in Zielzelle
(Makrophagentropismus)
(ROTTIER et al., 2005)
Mutationen in der Region zwischen
S1 und S2 werden mit FIP in
Verbindung gebracht
(LICITRA et al., 2013)
S1
Rezeptorbindung
(BOSCH et al., 2003)
Mutationen haben keinen Effekt auf
die Pathogenität
(TAKANO et al., 2011)
S2
Fusionspeptid
(BOSCH et al., 2003)
spezifische Mutationen sind häufig
mit FIP assoziiert
(CHANG et al., 2012)
E
Reifung, Zusammenbau,
Budding und Interaktion
mit Zielzelle
(DYE et al., 2005)
Mutationen haben keinen Effekt auf
die virale Replikation in BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
M
Reifung, Zusammenbau,
Budding und Interaktion
mit Zielzelle des Virus
(DYE et al., 2005)
Mutationen haben keinen Effekt auf
die virale Replikation in BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
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Tabelle 3: Fortsetzung.
Protein/
Lokalisation
Funktion
Rolle bei der Entstehung von
FIP
(in-vitro- und in-vivo-Studien)
N
virale Transkription
(OLSEN et al., 1993)
Mutationen haben keinen Effekt
auf die virale Replikation in
BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
Mutationen inhibieren die
Immunantwort
(BATTILANI et al., 2010)
ORF-3a
keine spezifische Funktion
beschrieben
(KIPAR & MELI, 2014)
Mutationen haben keinen Effekt
auf die virale Replikation in
BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
ORF-3b
keine spezifische Funktion
beschrieben
(KIPAR & MELI, 2014)
Mutationen haben keinen Effekt
auf die virale Replikation in
BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
Mutationen blockieren die virale
Replikation in Makrophagen
(DEDEURWAERDER et al.,
2013)
ORF-3c
Replikation in Enterozyten
und damit
Virusausscheidung über
den Kot
(KIPAR & MELI, 2014)
Mutationen verhindern die
kontinuierliche Infektion von
Enterozyten
(VENNEMA et al., 1998; CHANG
et al., 2010; PEDERSEN et al.,
2012)
Mutationen werden häufig bei
Katzen mit FIP gefunden, sind
aber nicht alleine für die
Entstehung der FIP verantwortlich
(PEDERSEN et al., 2012)
Mutationen führen zum Stop der
Virusausscheidung
(PEDERSEN et al., 2012)
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Tabelle 3: Fortsetzung.
Protein/
Lokalisation
Funktion
Rolle bei der Entstehung von
FIP
(in-vitro- und in-vivo-Studien)
ORF-7
Interaktion mit dem
Immunsystem
(BATTILANI et al., 2010)
Mutationen haben keinen Effekt
auf die virale Replikation in
BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
Mutationen führen zu einer
geringeren, aber
kontinuierlicheren Replikation in
Makrophagen
(DEDEURWAERDER et al.,
2013)
ORF-7a
Interferon-Antagonist
(DEDEURWAERDER et
al., 2013)
Mutationen führen zu einer
Hemmung der initialen
zellulären Immunantwort der
Katze
(KENNEDY et al., 2001)
ORF-7b
Antikörperinduktion
(HERREWEGH et al.,
1995a)
Mutationen haben keinen Effekt
auf die virale Replikation in
BMDM
(ROTTIER et al., 2005)
Mutationen führen zur Reduktion
der Virulenz
(TAKANO et al., 2011)
Mutationen führen
gegebenenfalls zur
Neutralisierung der initialen
Immunantwort
(DEDEURWAERDER et al.,
2013)
Es wird derzeit angenommen, dass eine Mutation im Bereich des Gens des S-
Proteins nicht allein für die Entstehung einer FIP verantwortlich ist
(DEDEURWAERDER et al., 2013). Grund für diese Annahme ist die hohe
Mutationsrate des Virus und das im Verhältnis dazu doch relativ seltene Auftreten
der FIP (KIPAR & MELI, 2014).
Neben dem S-Protein können auch andere Proteine durch Mutationen verändert
sein. So sind Mutationen im Gen des N-Proteins beschrieben (BATTILANI et al.,
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2010; KIPAR & MELI, 2014). Das N-Protein soll eine Rolle bei der Stimulation
der zellulären Immunität spielen. Die Immunantwort des Patienten kann durch eine
Mutation im Gen des N-Proteins vermindert oder gar ganz verhindert werden
(BATTILANI et al., 2010). Weitere Studien wiesen Mutationen im Bereich ORF-
3c des FCoV in Geweben und Organen von Katzen mit FIP nach
(DEDEURWAERDER et al., 2013; KIPAR & MELI, 2014). Demgegenüber
besaßen nahezu alle FECV aus dem Kot von Katzen mit einer enteralen Infektion
ein intaktes ORF-3c (CHANG et al., 2012; PEDERSEN et al., 2012). Der Bereich
ORF-3c von FCoV gesunder Katzen und von Katzen mit FIP wurde auch in einer
weiteren Studie untersucht. Von 32 Katzen mit FIP konnte bei 60 % der Viren eine
Mutation im ORF-3c mit teilweisem Funktionsverlust des entsprechenden Proteins
nachgewiesen werden (PEDERSEN et al., 2012), nicht alle FIPV wiesen jedoch
eine Mutation in diesem Bereich auf (CHANG et al., 2010).
Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Mutationen wird gefördert durch eine
hohe Virusreplikation. Diese wiederrum wird durch Faktoren, wie erhöhtes
Reinfektionsrisiko in Mehrkatzenhaushalten, Stress, geringes Alter,
Immundefizienz und Glukokortikoidapplikation, beeinflusst (HARTMANN, 2005;
ADDIE et al., 2009; KIPAR & MELI, 2014). Bei hoher Virusreplikation steigt
aufgrund der höheren Mutationswahrscheinlichkeit auch die Wahrscheinlichkeit,
eine FIP zu entwickeln (HARTMANN, 2005).
2.1.2.2.2. Virusreplikation in Makrophagen
Neben der Veränderung des Zelltropismus des FCoV durch Mutation ist auch die
massive und permanente Replikation des Virus in den Makrophagen für das
Auftreten der FIP entscheidend (Tab. 3). Es wird diskutiert, dass hierfür weitere
Mutationen verantwortlich sind (DEDEURWAERDER et al., 2013; KIPAR &
MELI, 2014). In einer Studie von DEDEURWAERDER und Mitarbeitern (2013)
wurde die Relevanz von den Bereichen ORF-3 und ORF-7 im Hinblick auf die
Replikation des FCoV in Makrophagen untersucht. Von genetisch modifizierten
Viren mit einer Deletion des ORF-3abc (FIPV-∆3), ORF-7ab (FIPV-∆7) oder mit
einer Deletion an beiden Domänen (FIPV-∆3∆7) zeigten FIPV-∆3 eine geringere
Replikationsfähigkeit als FIPV-∆7. FIPV-∆7 waren in der Lage, einen
Replikationszyklus in Makrophagen zu beenden (DEDEURWAERDER et al.,
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2013).
PEDERSEN (2009) beschrieb, dass die Virusreplikation in Makrophagen in den
ersten zwei Wochen nach Mutation des FCoV nur langsam abzulaufen scheint
(PEDERSEN, 2009). Von Tag 10 bis 21 nimmt die Aufnahme von Virus in
Makrophagen und die FCoV-Replikation in den Makrophagen massiv zu. Ebenso
nimmt die Makrophageninfiltration in Organläsionen massiv zu. Gleichzeitig
beginnt die Antikörperbildung gegen das FCoV (PALTRINIERI et al., 2003;
PEDERSEN, 2009; KIPAR & MELI, 2014). Folge der massiven Virusreplikation
ist die Aktivierung der FIPV-enthaltenden Makrophagen und letztendlich deren
Zerstörung mit Freisetzung von Zytokinen, wie Interleukin-1β (IL-1β), IL-6 und
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und weiterer Entzündungsmediatoren. Aufgrund
der Freisetzung von Adhäsionsmolekülen (aus den aktivierten Makrophagen, B-
und T-Lymphozyten und Granulozyten), wie zum Beispiel CD 18, können sich
Makrophagen, die das FIPV enthalten, sowie neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten und teilweise auch Plasmazellen, an Gefäßen und Geweben
festsetzen. Dadurch entstehen, unter Beteiligung von Enzymen wie
Metalloproteasen, die eine eine erhöhte vaskuläre Permeabilität verursachen,
Gefäßwandschädigungen und granulomatöse Phlebitiden und Periphlebitiden
sowie pyogranulomatöse Organveränderungen (KIPAR & MELI, 2014).
2.1.2.2.3. Immunantwort
Die Immunantwort auf die Infektion spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese
einer FIP. Nicht das Virus an sich verursacht letztendlich die schwerwiegenden
Läsionen, sondern die Reaktion des Immunsystems der Katze auf das FIPV führt
zu dem fatalen Verlauf der FIP (HARTMANN, 2005). Es wird diskutiert, ob eine
Imbalance zwischen der zellulären und der humoralen Immunantwort eine
potentielle Rolle in der Entstehung der FIP spielt (PEDERSEN, 2014a). So wurde
früher angenommen, dass eine frühe zellvermittelte Immunität die Entstehung von
FIP verhindern könnte (PALTRINIERI et al., 2003; DE GROOT-MIJNES et al.,
2005; KIPAR & MELI, 2014).
Während der Vermehrung des FIPV in Makrophagen werden die Regionen ORF-
7a und -7b des Virusgenoms, aufgrund ihrer randständigen Lokalisation am 3´-
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Ende des Genoms, sehr früh gebildet. Aus diesem Grund wird angenommen, dass
diese beiden Regionen für die Neutralisierung der initialen Immunantwort der
Katze auf das FCoV in der frühen Phase der Entwicklung der FIP verantwortlich
sind (DEDEURWAERDER et al., 2013). ORF-7a fungiert dabei als ein Interferon-
Antagonist und schützt das FIPV vor dem Immunsystem der Katze
(DEDEURWAERDER et al., 2013; PEDERSEN, 2014a). Eine erste Reaktion des
Immunsystems der Katzen auf FCoV-infizierte Zellen ist die Freisetzung von
Interferonen, die einen antiviralen Status der Zellen bewirken (GOODBOURN et
al., 2000, PALTRINIERI et al., 2003; DE GROOT-MIJNES et al., 2005; KIPAR
& MELI, 2014). Es wird diskutiert, dass eine Aktivierung der T-Zell-Immunität
durch Interferon- in der Lage ist, Katzen vor der Entwicklung einer FIP zu
schützen (PEDERSEN, 2014a). Katzen, denen experimentell mutierte FIPV
übertragen wurden, die aber keine Symptome entwickelten, zeigten im Gegensatz
zu den Katzen, die an den Symptomen der FIP starben, eine verstärkte Produktion
von Interferon- (SATOH et al., 2011). GELAIN und Mitarbeiter (2006) fanden
heraus, dass bei Katzen mit FIP zum Todeszeitpunkt Interferon--mRNA kaum
noch vorhanden war oder gar nicht mehr nachgewiesen werden konnte (GELAIN
et al., 2006). In anderen Studien konnte allerdings demgegenüber bei Katzen mit
FIP eine erhöhte lokale Interferon--Expression in den Läsionen gefunden werden
(BERG et al., 2005; FOLEY et al., 2003). Eine starke Depletion von natürlichen
Killerzellen und regulatorischen T-Zellen sowie eine reduzierte zytotoxische
Aktivität der natürlichen Killerzellen können ebenso im Endstadium der FIP
nachgewiesen werden (PEDERSEN, 2014b). Durch eine insuffiziente zelluläre
Immunantwort kann das Immunsystem nicht adäquat auf die FIPV-Infektion
reagieren (PEDERSEN, 2014b).
Werden Katzen mit FCoV infiziert, reagiert der Organismus mit einer humoralen
Immunantwort und bildet Antikörper gegen das FCoV. Früher nahm man an, dass
die Bildung hoher Antikörperkonzentrationen gegen das S-Protein und ein hohes
S:M-Antikörper-Verhältnis dazu führen, dass das FCoV eliminiert und dadurch die
Entwicklung einer FIP verhindern werden kann (GONON et al., 1999;
PEDERSEN, 2009). Allerdings weiß man heute, dass auch hohe
Antikörperkonzentrationen nicht in der Lage sind, das Virus zu beseitigen (KIPAR
& MELI, 2014). Eine starke humorale Immunantwort führt vielmehr zu einer
massiveren klinischen Ausprägung, oft mit Bildung von Körperhöhlenergüssen
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(PEDERSEN, 2009). Eine Erklärung, warum Antikörper FIPV nicht eliminieren
können, ist die Inhibition der komplementmediierten Lyse FIPV-infizierter Zellen
durch das Virus (CORNELISSEN et al., 2009; DEWERCHIN et al., 2008). Zudem
wurde gezeigt, dass in vitro FIPV-infizierte Zellen nur unregelmäßig Virus auf der
Oberfläche präsentieren (DEWERCHIN et al., 2005). Aus pyogranulomatösen
Läsionen von FIPV-infizierter Katzen gewonnene Zellen präsentierten sogar kein
Virus auf ihrer Oberfläche (CORNELISSEN et al., 2007). Auch wenn die
infizierten Zellen virales Antigen auf ihrer Oberfläche präsentieren, verhindert das
FIPV die Zerstörung dieser Zellen (CORNELISSEN et al., 2009; DEWERCHIN et
al., 2006; DEWERCHIN et al., 2008). Der zugrundeliegende Mechanismus hierfür
ist noch nicht vollständig geklärt (CORNELISSEN et al., 2009).
Da im Verlauf der FIP Antigen-Antikörper-Komplexe entstehen, ging man lange
Zeit davon aus, dass der Pathogenese von FIP eine Typ-III-
Überempfindlichkeitsreaktion zugrunde liegt (FOLEY et al., 2003; KIPAR &
MELI, 2014). Diese Hypothese basierte auf Untersuchungen mittels der
Immunfluoreszenz, die Leukozyten, zellfreies Fibrinogen und der
Komplementfaktor C3, sowie Virusantigen, Immunglobulin G und weitere
Komplementfaktoren in den pyogranulomatösen Entzündungen darstellte
(PETERSEN & BOYLE, 1980; WEISS & SCOTT, 1981b; JACOBSE-GEELS,
1982; PALTRINIERI et al., 1998; KIPAR & MELI, 2014). Immunkomplexe
konnten allerdings nicht nur bei Katzen mit FIP, sondern auch bei FECV-infizierten
Katzen, die gesund bleiben, nachgewiesen werden (KIPAR et al., 1998; KIPAR &
MELI, 2014). Gegen die Theorie einer Typ-III-Überempfindlichkeitsreaktion
spricht, dass die typische Vaskulitis, wie sie bei einer FIP zu sehen ist, keine
Hinweise für eine Immunkomplexvaskulitis, die typischerweise mit einer
Involvierung von Arterien oder neutrophile Granulozyten als dominierendes
Zellbild einhergeht, zeigt (KIPAR et al., 2005).
In experimentellen Studien wurde das Phänomen des „antibody dependent
enhancement“ (ADE) beschrieben, also die Bildung von infektionsverstärkenden
Antikörpern. Dieses Phänomen tritt nach Impfungen mit rekombinanten Viren auf
(KIPAR & MELI, 2014). ADE basiert auf einer verstärkten Aufnahme von Virus
und Antikörpern gegen das S-Protein in Makrophagen über fragment-crystallisable-
Rezeptoren (Fc-Rezeptoren). Dadurch kann das FIPV schnell im Körper verbreitet
werden. Unter Feld-Bedingungen scheint ADE aber keine Rolle zu spielen
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(HARTMANN, 2005; MEURER & WOLF, 2007; ADDIE, 2012; KIPAR & MELI,
2014).
2.1.2.3. Pathologische Veränderungen
Bereits im Jahre 1960 wurde bei Katzen mit FIP eine Peritonitis als Hauptmerkmal
der Erkrankung definiert (HOLZWORTH, 1963). Aus diesem Grund nannte
HOLZWORTH (1963) die Erkrankung „chronische fibrinöse Peritonitis“
(HOLZWORTH, 1963; KIPAR & MELI, 2014).
2.1.2.3.1. Makroskopie
Charakteristisch für FIP sind eine fibrinöse und granulomatöse Serositis,
proteinreiche Körperhöhlenergüsse sowie pyogranulomatöse Läsionen (KIPAR &
MELI, 2014). Die Pyogranulome können in allen Organen vorkommen und sowohl
groß und gut abgegrenzt mit zentralem Nekroseherd sein als auch in Form
zahlreicher kleiner Herde auftreten (KIPAR & MELI, 2014). Die Verteilung dieser
Läsionen variiert (KIPAR et al., 1998; KIPAR et al., 1999; PEDERSEN, 2009). Je
nach Studie war bei bis zu 75 % der Fälle das Peritoneum betroffen. Bei 69 % der
Tiere wurden Körperhöhlenergüsse nachgewiesen (PEDERSEN, 2009; KIPAR &
MELI, 2014). In Untersuchungen von NORRIS und Mitarbeiter (2005) konnten bei
45 % der Katzen mit FIP Körperhöhlenergüsse dargestellt werden (NORRIS et al.,
2005). Große intraabdominale Massen durch pyogranulomatöse
Organveränderungen wurden bei 20 % aller Katzen gesehen (LEWIS & O'BRIEN,
2010). In der Studie von NORRIS und Mitarbeitern (2005) lag der Anteil der
Katzen mit palpierbaren vergrößerten abdominalen Organen bei 48 % (NORRIS et
al., 2005). Die typische Vaskulitis betraf in einer Studie von KIPAR und
Mitarbeitern (2005) vor allem kleine oder mittelgroße Venen in Leptomeningen,
Nierenrinde, Augen und seltener auch in Lunge und Leber (KIPAR et al., 2005).
Läsionen im ZNS stellten sich als Verdickungen und Trübungen der Meningen vor
allem im ventralen Bereich des Gehirns dar (FOLEY et al., 1998). Auch im ZNS
treten typische, meist oberflächenassoziierte, pyogranulomatöse Veränderungen
auf. Die Läsionen im Gehirn reichen von einer milden Infiltration des Ependyms
mit hauptsächlich Lymphozyten und Makrophagen bis zu einer massiven
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Ependymverdickung durch histiozytäre und lymphozytäre Infiltrationen,
periventrikulärer Vaskulitis, periventrikulärer Astrozytose und zell- und
proteinreicher, entzündlicher Exsudation. Aufrund des hohen Eiweißgehalts kann
ein obstruktiver Hydrozephalus entstehen (FOLEY et al., 2001, FOLEY et al.,
1998).
2.1.2.3.2. Histologie
Histologisch dominieren Phlebitis und Periphlebitis. Weiterhin können Nekrosen
mit perivaskulärer Infiltration mit Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen und
polymorphnukleären neutrophilen Granulozyten gesehen werden (MEURER &
WOLF, 2007; KIPAR & MELI, 2014).
Im ZNS wurden eine Meningitis, eine Ependymitis, eine Periventrikulitis und eine
choroidale Plexitis beschrieben. Der Schweregrad der Entzündung variierte dabei,
und der entzündliche Prozess war meist oberflächlich und periventrikulär
lokalisiert. Das Zellbild im entzündlichen Gebiet beinhaltete vor allem
Lymphozyten, Plasmazellen, neutrophile Granulozyten und Makrophagen
(SLAUSON & FINN, 1972; TAMKE et al., 1988; FOLEY et al., 1998). Die
Meningitis war in einer Studie von FOLEY und LEUTENEGGER (2001) vor allem
auf der ventrokaudalen Oberfläche des Gehirns (Kleinhirn, Hirnstamm), inklusive
Medulla oblongata, ausgeprägt (FOLEY & LEUTENEGGER, 2001). Leukozyten
wurden vor allem im perivaskulären Gebiet im Zusammenhang mit Periarteritis,
Phlebitis, aktivierten Astrozyten mit Produktion von zell- und proteinreichen
Ödemen vorgefunden (SLAUSON & FINN, 1972; FOLEY & LEUTENEGGER,
2001). Ein Hydrozephalus konnte in Verbindung mit Leptomeningitis, meningealer
Fibrose, akkumulierendem Zelldetritus und Obstruktion des Liquorflusses aufgrund
des hohen Proteingehalts des Liquors vorhanden sein (FOLEY &
LEUTENEGGER, 2001).
2.1.2.3.3. Immunfärbungen
Eine immunhistochemische Färbung betroffener Organe gilt als Goldstandard in
der Diagnose der FIP (FOLEY et al., 1998; HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI,
2014). Alternativ können Immunfluoreszenzfärbungen, welche gefrorene
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Gewebeproben benötigten, oder Immunperoxidasefärbungen, welche an Formalin-
fixierten Proben durchgeführt werden, FIP bestätigen (PEDERSEN, 2014a). Die
Sensitivität der IHC hängt von der Qualität der verwendeten Reagenzien, von der
Qualität der Gewebeprobe oder der Biopsien oder des Körperhöhlenergusses sowie
vom Vorhandensein von Läsionen innerhalb der Gewebeprobe und von der
Kompetenz der versuchsduchführenden und mikroskopierenden Person ab. Die
Spezifität der IHC gilt als 100 %.(GIORI et al., 2011; PEDERSEN, 2014a). Als
Antiköper wird der monoklonale Antikörper FIPV3-70 verwendet (FOLEY et al.,
1998).
2.2. Coronavirusinfektionen der Frettchen
Beim Frettchen wurden drei verschiedene Erkrankungen beschrieben, die durch
CoV verursacht werden: das schwere akute respiratorische Syndrom (SARS), die
epizootische katarrhale Enteritis (ECE) und die Infektion mit dem systemischen
Coronavirus der Frettchen (FrSCoV) (DOMINGUEZ et al., 2011). SARS-CoV
konnten bei Frettchen bisher nur experimentell übertragen werden und eine
Infektion ist im Feld noch nicht beschrieben (DOMINGUEZ et al., 2011;
CAMERON et al., 2012). Wie beim Menchen befällt das SARS-CoV nach
experimenteller Infektion beim Frettchen vor allem den Atmungstrakt. Es führt zu
milden respiratorischen Symptomen (GARNER et al., 2008; VAN DEN BRAND
et al., 2008; GRAHAM et al., 2013). Da bisher keine natürlichen SARS-CoV-
Infektionen bei Frettchen auftraten, wird im Folgenden nur auf die ECE und die
Infektion mit dem FrSCoV näher eingegangen.
2.2.1. Enterales Coronavirus der Frettchen
Die ECE stellt eine kontagiöse Erkrankung der Frettchen dar, die mit Symptomen
einer Gastroenteritis einhergeht (MURRAY et al., 2010). Diese Erkrankung bei
Frettchen wurde zum ersten Mal im Jahre 1993 an der Westküste der Vereinigten
Staaten nachgewiesen (WILLIAMS et al., 2000).
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2.2.1.1. Ätiologie und Epidemiologie
Im Jahre 1993 wurde mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie
gezeigt, dass ein CoV für die ECE, nämlich das enterale Coronavirus der Frettchen
(ferret enteric coronavirus, FrECoV), verantwortlich ist (WILLIAMS et al., 2000).
Das FrECoV gehört ebenso wie das FCoV zur Gruppe 1 des Genus
Alphacoronavirus (Tab. 1).
Bei der ECE handelt es sich um eine hoch kontagiöse Erkrankung bei Frettchen,
die mit einer Gastroenteritis einhergeht (WILLIAMS et al., 2000; MURRAY et al.,
2010). Das Durchschnittsalter infizierter Frettchen beträgt 4 Jahre. Ältere Frettchen
entwickeln schwerwiegendere Symptome als Jungtiere, bei denen die Infektion
meist subklinisch verläuft (WILLIAMS et al., 2000; MURRAY et al., 2010).
In einer Studie von VLASOVA und Mitarbeitern (2007) wurde die Verbreitung des
FrECoV bei Frettchen in den Niederlanden untersucht (VLASOVA et al., 2007).
Dabei wurden 85 asymptomatische Frettchen auf Antikörper gegen das FrECoV
getestet. Zusätzlich wurde eine RT-PCR von Rektaltupferproben durchgeführt, um
virale RNA nachzuweisen. Von den untersuchten Frettchen wiesen 32 %
Antikörper gegen das Virus auf, und bei 42 % der Tiere war die RT-PCR positiv.
In einer weiteren Studie wurde Kot von 90 Frettchen mittels RT-PCR untersucht.
In dieser Untersuchung waren 61 % der Kotproben positiv (PROVACIA et al.,
2011).
2.2.1.2. Pathogenese
Die Pathogenese der ECE ist der einer FCoV-Infektion der Katzen ähnlich. Das
Virus wird über den Kot infizierter Frettchen ausgeschieden und von anderen
Frettchen oral aufgenommen. Danach kommt es zur Infektion der Enterozyten
(WILLIAMS et al., 2000). Die Folgen können Enteritiden mit gastrointestinalen
Symptomen und Dehydratation sein, die zum Tode führen können (WILLIAMS et
al., 2000). Asymptomatische Infektionen sind häufig (PROVACIA et al., 2011).
2.2.1.3. Pathologische Veränderungen
In der pathologischen Untersuchung von Frettchen mit ECE kann eine
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hyperämische Veränderung des betroffenen Darmabschnittes gesehen werden. Die
Darmwand erscheint zudem sehr dünn (MURRAY et al., 2010). In der
mikroskopischen Untersuchung fällt eine diffuse lymphozytäre Enteritis mit
Villiatrophie sowie Villifusion und Villischrumpfung auf. Weiterhin kann es zu
einer vakuolären Degeneration und zur Nekrose des apikalen Epithels kommen
(WILLIAMS et al., 2000). Durch immunhistochemische Untersuchungen des
Darmes mit dem monoklonalen Antikörper FIPV3-70 können FrCoV
nachgewiesen werden (MURRAY et al., 2010).
2.2.2. Systemisches Coronavirus der Frettchen
FrECoV-Infektionen beim Frettchen gehören zu den wenigen CoV-Infektionen, die
wie bei der Katze nach Mutation des Virus zu einer systemischen Infektion führen
können (MURRAY et al., 2010). Bisher ist allerdings unbekannt, ob das FrSCoV
de novo im Frettchen durch eine Mutation aus dem FrECoV entsteht, so wie dies
bei der FCoV-Infektion der Katze der Fall ist, oder ob es aus einer Rekombination
des FrECoV mit einem anderen CoV resultiert und von Frettchen zu Frettchen
übertragen wird (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998; WISE et al.,
2010). Durch pyogranulomatöse Organveränderungen („FIP-like disease“) kann
diese Erkrankung letztendlich zum Tode führen (MURRAY et al., 2010;
DOMINGUEZ et al., 2011).
2.2.2.1. Ätiologie und Epidemiologie
FrSCoV wurde erstmals 2004 in Spanien und kurz darauf auch in den USA
beschrieben (MARTINEZ et al., 2006; GARNER et al., 2008). Die an einer
FrSCoV-Infektion erkrankten Frettchen sind meist unter 18 Monate alt, wobei das
Alter der betroffenen Tiere zwischen 2 und 36 Monaten variierte. Infektionen
wurden größtenteils bei weiblichen Frettchen nachgewiesen, was
höchstwahrscheinlich an der präferierten Haltung weiblicher Tiere liegt (GARNER
et al., 2008; MURRAY et al., 2010). Die FrSCoV-Infektion führt zu einer letalen
Erkrankung (GARNER et al., 2008). GARNER und Mitarbeiter (2008)
untersuchten die Überlebenszeit von 23 Frettchen mit typischen Symptomen und
immunhistochemisch bestätigter FrSCoV-Infektion. Alle Frettchen starben
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zwischen 1 Tag und 195 Tagen an den Folgen der Erkrankung. Die mittlere
Überlebenszeit lag bei 69 Tagen (GARNER et al., 2008).
Der genetische Aufbau des FrSCoV enthält vereinzelte Unterschiede zu dem
Aufbau andere CoV. Analysen des FrSCoV zeigten, dass dieses Virus ein ORF-7b-
Gen enthält, aber kein ORF-7a-Gen. Anstelle des ORF-7a-Gens, welches bei FCoV
vorkommt, wurde ein Pseudogen (3x-Gen) identifiziert (Abb. 6) (WISE et al.,
2006). Pseudogene sind RNA-Abnschitte, die über Mutationsprozesse zwar dem
Aufbau von Genen ähneln, aber nicht mehr für ein funktionelles Protein kodieren
(TUTAR; 2012). In einer Studie wurde ein solches Pseudogen auch bei caninen
CoV gefunden. Die Pseudogene der caninen CoV und des FrSCoV stimmten aber
nur zu 24 % überein (WISE et al., 2006). Dieses 3x-Gen ist zudem an einer anderen
Stelle im FrSCoV-Genom verglichen mit dem caninen CoV-Genom lokalisiert,
wobei es sich hierbei auch nur um ein Strang-spezifisches Merkmal des
untersuchten Virus gehandelt haben könnte (WISE et al., 2006). Da CoV für ihre
hohe Rekombinations-, Insertions- und Deletionsrate bekannt sind, ist das 3x-
Pseudogen höchstwahrscheinlich das Resultat eines Insertionsereignisses (LAI,
1992; PASTERNAK et al., 2006; WISE et al., 2006; WOO et al., 2010).
Abbildung 6: Genetischer Aufbau des systemischen Frettchen-Coronavirus
und des felinen Coronavirus.
In Anlehnung an WISE et al., 2006. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier
Verlags (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).
A: systemisches Coronavirus der Frettchen (FrSCoV); B: felines Coronavirus
(FCoV).
M: Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein; C: Cap-Struktur; 3x: nicht-
Strukturprotein; 7b: nicht-Strukturprotein; Poly-A: polyadenyliertes Ende.
Das letale FrSCoV der Frettchen entsteht entweder durch eine in-vivo-Mutation aus
3xM N
7b
7aM N 7b
5´ C
5´ C
Poly-A-3
Poly-
A-3
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dem FrECoV oder aus Rekombination des FrECoV mit einem anderen Coronavirus
der Gruppe 1 (Tab. 1) (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998; WISE et
al., 2010). In letzterem Fall würde das FrSCoV als eigenständiges Virus in der
Frettchenpopulation zirkulieren. Hierfür würde die hohe Sequenzdifferenz des S-
Proteins zwischen dem FrECoV und dem FrSCoV mit einer Übereinstimmung von
nur 76 % sprechen (WISE et al., 2010). Bislang gibt es keine Prävalenzdaten aus
großen Populationen, sondern nur Fallberichte. Die Prävalenz scheint aber seit dem
ersten Fallbericht vor 10 Jahren zu steigen (MARTINEZ et al., 2006; WISE et al.,
2006; GARNER et al., 2008; MARTINEZ et al., 2008; MICHIMAE et al., 2010;
WISE et al., 2010; DOMINGUEZ et al., 2011; GRAHAM et al., 2012; AUTIERI
et al., 2015).
2.2.2.2. Pathogenese
Die Pathogenese der FrSCoV-Erkrankung ist noch nicht völlig geklärt. Bisher
vorliegende Informationen basieren auf klinischen Beobachtungen, pathologischen
Untersuchungen und genetischen Analysen (MURRAY et al., 2010). FrSCoV-
Antigen kann immunhistochemisch im Zytoplasma von Makrophagen
nachgewiesen werden (DORIA-TORRA et al., 2016). Somit weißt das FrSCoV
einen anderen Zelltropismus auf als das FrECoV. Dieser Unterschied des
Zelltropismus schreibt man einer Mutation im Gen des S-Proteins zu (WISE et al.,
2010).
Die Infektion mit dem FrSCoV verursacht eine immunmediierte, systemische
Erkrankung mit der Bildung einer pyogranulomatösen Entzündung. Typ-III- und
Typ-IV-Überempfindlichkeitsreaktionen scheinen dabei für die Entstehung der
pyogranulomatösen Läsionen verantwortlich zu sein (DORIA-TORRA et al.,
2016). Diese pyogranulomatösen Veränderungen können in jeglichen Organen
auftreten, inklusive Zentralnervensystem und Augen (GARNER et al., 2008;
DOMINGUEZ et al., 2011). Die Symptome hängen dabei ab, welches Organsystem
betroffen ist. Die typische Vaskulitis, wie sie bei Katzen mit FIP zu sehen ist, die
aufgrund einer Monozytenaktivierung und der Aktivierung von Endothelzellen
zustande kommt, scheint bei Frettchen seltener vorzukommen und daher eine
untergeortnete Rolle zu spielen (KIPAR et al., 1998; DORIA-TORRA et al., 2016).
In einer Studie von DORIA-TORRA und Mitarbeitern (2016) wurde eine Vaskulitis
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nur bei einem Frettchen in meningealen Venen in Form von granulomatöser
Phlebitis nachgewiesen (DORIA-TORRA et al., 2016). Da eine Vaskulitis bei
Frettchen selten vorkommt, entwickeln Frettchen mit einer FrSCoV-Infektion
anders als Katzen mit FIP keine Körperhöhlenergüsse (GARNER et al., 2008;
MURRAY et al., 2010). Erkrankte Frettchen werden meist mit abdominalen
Umfangsvermehrungen aufgrund großer Pyogranulome und Lymphadenopathien,
jedoch ohne Fieber vorgestellt (DOMINGUEZ et al., 2011; GRAHAM et al., 2012).
2.2.2.3. Pathologische Veränderungen
Die pathologische Untersuchung von Organen FrSCoV-infizierter Frettchen zeigt
ähnliche Veränderungen wie die von Katzen mit FIP (GARNER et al., 2008;
MURRAY et al., 2010). Auf der Serosa sind gefäßassoziierte, multifokale
weißliche Knoten und Plaques zu sehen. Häufig sind dabei das Peritoneum, die
intestinale Serosa und das Mesenterium verändert. Das Mesenterium ist dann durch
die Knoten und Plaques irregulär verdickt. Ähnliche Knoten sind auf den
Oberflächen von Organen, wie Leber, Nieren und Lunge, zu sehen. Die
Morphologie der pyogranulomatösen Organveränderungen ist identisch zu denen
einer FIP. Viruspartikel und Zellen des Immunsystems sind in den Läsionen
enthalten (KIPAR & MELI, 2014; DORIA-TORRA et al., 2016). In bisherigen
Untersuchungen zeigten mehr als 64 % der an einer FrSCoV-Infektion erkrankten
Frettchen große Pyogranulomen in verschiedenen Organen, die sich wie
tumorähnliche Umfangsvermehrungen darstellten (GARNER et al., 2008;
DOMINGUEZ et al., 2011). In der Regel sind die mesenterialen Lymphknoten
betroffen, die bis zu ihrer achtfachen Größe anwachsen und aufgrund der Knoten
ebenfalls eine irreguläre Oberfläche aufweisen können (MURRAY et al., 2010). In
einer Studie von DOMINGUEZ und Mitarbeitern (2011) hatten nahezu alle
Frettchen veränderte Lymphknoten (DOMINGUEZ et al., 2011). Typische
Lymphknotenveränderungen bei Frettchen mit einer FrSCoV-Infektion sind
nekrogranulomatöse Lymphadenitiden mit multifokaler bis konfluierender Nekrose
und histiozytärer, neutrophiler und geringgradiger lymphoplasmatischer
Infiltration, die oft als palpierbare Massen identifiziert werden (GRAHAM et al.,
2012). Veränderungen im Zentralnervensystem sind bei FrSCoV-Infektionen
selten. Es kann unter anderem zur Trübung der Meningen im Bereich der Medulla
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oblongata und des Plexus choroideus des vierten Ventrikels kommen (MURRAY
et al., 2010).
In der histologischen Untersuchung weisen die Läsionen eine charakteristische
pyogranulomatöse Entzündung auf, die vorwiegend am Mesenterium und an den
peritonealen Oberflächen auftritt. Die granulomatöse Entzündung betrifft vor allem
die Oberfläche des Darms, kann sich aber von der Serosa auf die Lamina muscularis
ausdehnen. Beim Frettchen werden vier Granulomtypen beschrieben: Granulome
mit zentralem Nekroseherd, Granulome ohne Nekroseherd, Granulome mit vor
allem neutrophiler Granulozytenansammlung und eine diffuse granulomatöse
Entzündung (DORIA-TORRA et al., 2016). Bei Granulomen mit zentralem
Nekroseherd befindet sich zentral der Granulome ein nekrotischer Bereich, der aus
zerstörten zellulären Bestandteilen mit wenigen degenerierten neutrophilen
Granulozyten besteht. Viele Makrophagen sowie wenige Lymphozyten und
Plasmazellen umgeben dieses nekrotische Zentrum. Außen um die Granulome
befindet sich fibrotisch verändertes Gewebe (MURRAY et al., 2010; DORIA-
TORRA et al., 2016). Beim zweiten Typ, Granulome ohne Nekrose, sind zentral
viele Makrophagen mit moderater Ansammlung von diffus verteilten Lymphozyten
und einer geringen Anzahl von neutrophilen Granulozyten zu finden. In
Granulomen mit neutrophiler Granulozytenansammlung treten vorwiegend
neutrophile Granulozyten und wenige Makrophagen im zentralen Bereich auf,
wobei wenige Lymphozyten und Plasmazellen in der Peripherie der Granulome
angeordnet sind. Die diffuse granulomatöse Entzündung tritt im ZNS auf und ist
gekennzeichnet durch eine pyogranulomatöse Leptomeningitis, choroidale Plexitis,
Ependymitis und Enzephalomyelitis (MURRAY et al., 2010; DORIA-TORRA et
al., 2016). Der Großteil der Zellen besteht aus Makrophagen, die zusammen mit
einer moderaten Anzahl von Plasmazellen diffus im entzündeten
pyogranulomatösen Gebiet verteilt sind (DORIA-TORRA et al., 2016). Vor allem
in Granulomen mit nekrotischem Zentrum ist ein hoher Virusgehalt nachweisbar
(KIPAR & MELI, 2014). DORIA-TORRA und Mitarbeiter (2016) merkten zu den
verschiedenen Typen von Granulomen an, dass diese Einteilung und die
unterschiedliche zelluläre Zusammensetzung von verschiedenen Stadien der
FrSCoV-Erkrankung herrühren können (DORIA-TORRA et al., 2016). So konnten
in Untersuchungen bei einem Frettchen sogar verschiedene Granulomtypen in
demselben Organ gefunden werden (DORIA-TORRA et al., 2016). Dies könnte die
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Folge von verschiedenen Virämieepisoden sein (DORIA-TORRA et al., 2016).
Die Diagnose einer durch FrSCoV-verursachte Erkrankung wird wie bei der FIP
mittels immunhistochemischer Färbung von veränderten Organen unter
Verwendung des monoklonalen Antikörpers FIPV3-70 sichergestellt (MARTINEZ
et al., 2006; MARTINEZ et al., 2008; MURRAY et al., 2010). In einer Studie von
GARNER und Mitarbeitern (2008), bei der 23 Frettchen mit FrSCoV-Infektion
untersucht wurden, konnte in pyogranulomatösen Läsionen aller Frettchen
FrSCoV-Antigen nachgewiesen werden (GARNER et al., 2008). Die Färbung war
dabei in Lymphknoten, Milz und in entzündeten Geweben am prominentesten
(GARNER et al., 2008).
2.3. Coronavirusinfektionen der Hunde
Bisher wurden bei Hunden 3 verschiedene CoV-Infektionen, nämlich das canine
enterale CoV (canine enteric coronavirus, CECoV), das canine pantropische CoV
und das canine respiratorische CoV (canine respiratory coronavirus, CRCoV)
beschrieben (Tab. 1) (BUONAVOGLIA et al., 2006). Das CECoV führt
gelegentlich zu intestinalen Symptome bei Hunden (LU et al., 2016). Es kann
mutieren und dadurch bei Jungtieren zu fatalen Verläufen mit Todesfolge führen
(BUONAVOGLIA et al., 2006). Dieses mutierte Virus wird pantropisches canines
CoV (pantropic canine CoV, panotropic CCoV) genannt (ZICOLA et al., 2012).
Das CRCoV bleibt auf den Atmungstrakt beschränkt und verursacht meist in
Koinfektion mit anderen Erregern respiratorische Symptome (ERLES et al., 2003;
PRIESTNALL et al., 2006; SCHULZ et al., 2014; DECARO et al., 2016).
2.3.1. Canines enterales Coronavirus
Das CECoV bleibt auf den Darm beschränkt und führt gelegentlich zu
gastrointestinalen Symptomen, wie Anorexie, Erbrechen oder Diarrhoe
(TENNANT et al., 1991; DECARO et al., 2012). Auch bei gesunden Hunden kann
das CECoV im Kot nachgewiesen werden (TENNANT et al., 1991; DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011).
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2.3.1.1. Ätiologie und Epidemiologie
Phylogenetisch gehört das CECoV der Gruppe 1, den Alphacoronaviren, an
(Tab. 1). CECoV wurden erstmals im Jahre 1971 bei deutschen Militärhunden mit
Durchfallsymptomen beschrieben (BINN et al., 1974). Bisher wurden zwei
Subtypen des CECoV identifiziert, CECoV-Typ-I und -Typ-II, welche beide zu
Enteritiden bei Hunden führen können. Sie treten meist in Kombination auf
(DECARO et al., 2007; DECARO et al., 2008). Das CECoV-Typ-I ist dem FCoV-
Typ-I sehr ähnlich. Genetische Untersuchungen zeigten, dass das FCoV-Typ-II
durch eine Rekombination des FCoV-Typ-I mit dem CECoV-Typ-I entstanden ist
(Abb. 7) (LE PODER, 2011). Dabei übernahm das CECoV-Typ-I die Sequenz des
S-Proteins des FCoV (Abb. 7). Dieses CECoV-Typ-I wurde daher zeitweise als
FCoV-ähnliches canines Coronavirus (FIP-like CCoV) bezeichnet (PRATELLI et
al., 2003). Das CECoV-Typ-II wurde demgegenüber zu den „klassischen“ CECoV-
Stämmen gezählt. Es zeigt einen hohen Verwandtschaftsgrad zu den Vertretern des
Serotyps-II des FCoV sowie zum transmissiblen Gastroenteritisvirus (TEGV) der
Schweine (LE PODER, 2011). Das FCoV-Typ-II entstand durch Rekombination
des FCoV-Typ-I mit dem CECoV-Typ-II. Bei diesen Rekombinationen wurde ein
neues S-Protein übernommen (Abb. 7) (LORUSSO et al., 2008). Durch
Rekombinationen zwischen dem TEGV und dem CECoV-Typ-II entwickelte sich
ein weiteres, neues CECoV-Typ-II, das sogenannte TEGV-ähnliches CECoV
(TEGV-like CECoV, CECoV-Typ-IIb), bei dem der N-terminale Bereich des S-
Proteins dem des TEGV sehr ähnlich ist, der Rest des Genoms dieses CECoV aber
dem üblichen Aufbau des CECoV entspricht (Abb. 7) (DECARO et al., 2009;
NTAFIS et al., 2013). Aufgrund von Rekombinationen entweder mit dem TEGV
oder mit dem CECoV wurde das CECoV-Typ-II in 2 Subtypen klassifiziert,
nämlich das klassische CECoV, CECoV-Typ-IIa und dem rekombinanten, TEGV-
ähnlichen CECoV, CECoV-Typ-IIb (DECARO et al., 2009; DECARO et al.,
2013).
Das CECoV ist in der Hundepopulation weit verbreitet (PRIESTNALL et al.,
2006). Bei gesunden Hunden sowie bei Hunden mit Durchfallsymptomatiken
konnten TENNANT und Mitarbeiter (1991) bei 54 % Antikörper gegen das CECoV
nachweisen (TENNANT et al., 1991). Die Antikörperprävalenz steigt, wenn
mehrere Hunde auf engem Raum gehalten werden. So haben 76 % der Hunde in
Tierheimen Antikörper gegen das CECoV. In Zuchtkolonien können bei bis zu
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100 % der Hunde Antikörper nachgewiesen werden (TENNANT et al., 1993).
Abbildung 7: Genomischer Aufbau von caninen Coronaviren und felinen
Coronaviren.
In Anlehnung an LE PODER, 2011. Mit freundlicher Genehmigung von Le Poder
(Creative Common Attribution License erlaubt uneingeschränkte Verwendung).
FCoV: felines Coronavirus Serotyp I und II; CECoV: canines enterales Coronavirus
Serotyp I, IIa und IIb; grün: Sequenz des feline Coronavirus; braun: Sequenz des
caninen Coronavirus; blau: offene Leseraster 3 (ORF 3); rot: Sequenz des
transmissiblen Gastroenteritisvirus der Schweine (TEGV); S: Spikeprotein; 3abc:
offene Leseraster (ORF) 3a, 3b und 3c; E: Hüllprotein (Envelope-Protein); M:
Membranprotein; N: Nukleokapsid; 7ab: nicht-Strukturproteine 7a und 7b; Pfeile:
Bereiche, bei denen häufig Rekombinationen statt finden.
2.3.1.2. Pathogenese
Das CECoV ist weltweit verbreitet und stellt vor allem in Tierheimen und
Zwingern, in denen viele Hunde auf engem Raum gehalten werden, ein Problem
dar (DECARO & BUONAVOGLIA, 2008, 2011). In den meisten Fällen führt eine
CECoV-Infektion zu milden Gastroenteritiden mit Durchfallsymptomen
(CARMICHAEL & BINN, 1981; TENNANT et al., 1991; BUONAVOGLIA et al.,
2006). Die Infektion erfolgt oral durch Aufnahme von infiziertem Kot oder Kontakt
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zu infizierten Tieren und Gegenständen (TENNANT et al., 1991; DECARO et al.,
2012; NTAFIS et al., 2013). Nach einer Inkubationszeit von 1–4 Tagen werden
zuerst die Tonsillen befallen. Daraufhin kommt es zu einer Infektion der
Darmepithelzellen vor allem des ersten Dünndarmabschnittes (EVERMANN et al.,
2005; DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Zerstörung der Darmepithelzellen
und der Darmzotten führt zu einer meist milden Diarrhoe und zu Flüssigkeits- und
Elektrolytverlusten (BINN et al., 1974). Nur selten führen derartige Durchfälle zum
Tod (TENNANT et al., 1991; DECARO & BUONAVOGLIA, 2008).
2.3.1.3. Pathologische Veränderungen
In der pathologischen Untersuchung bei Hunden mit einer symptomatischen
CECoV-Infektion konnte eine milde bis moderate Enteritis gesehen werden, die
meist auf den Dünndarm beschränkt war. Der Darm enthielt wenig mukoiden,
gelblich-bräunlichen Kot (TENNANT et al., 1991; ZICOLA et al., 2012).
Histologisch dominierten eine Villiatrophie sowie eine Villifusion. Darmkrypten
waren teilweise dilatiert und enthielten degenerierte, nekrotische Zellen (DECARO
& BUONAVOGLIA, 2011; ZICOLA et al., 2012). In manchen Fällen waren
Durchfallsymptomatiken beschrieben, ohne dass histologische Veränderungen des
Darmes vorhanden waren (TENNANT et al., 1991).
Das CECoV kann über eine immunhistochemische Färbung des Darmes mit einem
Alphacoronavirus-1-monoklonalem Antikörper dargestellt werden. Diese Methode
wird zur Identifikation der Ursache bei Durchfällen mit schwerwiegenden
Verläufen mit Todesfällen eingesetzt (ZICOLA et al., 2012).
2.3.2. Canines pantropisches Coronavirus
Durch in-vivo-Mutation kann das CECoV seinen Organtropismus ändern und eine
systemische Erkrankung mit Todesfällen verursachen (BUONAVOGLIA et al.,
2006; DECARO et al., 2012; ZICOLA et al., 2012). Erstmals wurde eine derartige
systemische Erkrankung bei Hundewelpen im Jahre 2005 beschrieben
(BUONAVOGLIA et al., 2006).
II. Literaturübersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 37
2.3.2.1. Ätiologie und Epidemiologie
Das pantropische canine Coronavirus gehört ebenfalls der Gruppe 1 der CoV, den
Alphacoronaviren an (Tab 1). Durch Mutation kann aus dem CECoV diese
hochvirulente Variante, das pantropische CCoV (Stamm CB/05), entstehen, die zu
Todesfällen bei Jungtieren führen kann (BUONAVOGLIA et al., 2006). Diese
virulente Variante entsteht höchstwahrscheinlich aus dem TEGV-ähnlichen
CECoV, CECoV-Typ-IIa (Abb. 7) (LE PODER, 2011). DECARO und
Mitarbeiter (2012) untersuchten das Genom des pantropischen CCoV näher. Der
Stamm des pantropischen CCoV CB/05 beinhaltete eine Mutation im Bereich des
S-Gens und eine Deletion im ORF 3b (DECARO et al., 2012). Ein anderer Stamm
des pantropischen CCoV 450/07 enthielt zudem eine Deletion im ORF 3c
(DECARO et al., 2012). Nicht alle virulenten pantropischen CCoV haben
Veränderungen im Bereich ORF 3abc, Mutationen des S-Gens scheinen aber, wie
bei FIP, eine große Bedeutung in der Pathogenität zu haben (DECARO et al.,
2012; DECARO et al., 2013).
Die Prävalenz der durch pantropische CCoV verursachten Erkrankung ist
unbekannt. Seit Mai 2005 werden aber immer wieder fatale Krankheitsausbrüche
bei Welpen beschrieben (BUONAVOGLIA et al., 2006; DECARO et al., 2008;
DECARO & BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al., 2012; ZICOLA et al.,
2012).
2.3.2.2. Pathogenese
Folge der Mutation ist die Änderung des Zelltropismus. Das mutierte CECoV wird
von Makrophagen aufgenommen und im gesamten Körper verteilt
(BUONAVOGLIA et al., 2006; DECARO et al., 2012). Die damit verbundene
systemische Infektion führt vor allem bei Welpen zu fatalen Verläufen (DECARO
& BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al., 2012; ZICOLA et al., 2012). Vor
allem Jungtiere im Alter von 6–12 Wochen können schwerwiegende Symptome mit
akuter Lymphopenie und Todesfällen entwickeln (CARMICHAEL & BINN, 1981;
TENNANT et al., 1991; BUONAVOGLIA et al., 2006). Das pantropische CCoV
führt zu hämorrhagischen und nekrotischen Läsionen in Gastrointestinaltrakt,
Tonsillen, Lunge, Leber, Milz, Nieren und Gehirn (TENNANT et al., 1991;
EVERMANN et al., 2005; DECARO & BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al.,
II. Literaturübersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 38
2012; ZICOLA et al., 2012). Die Welpen sterben meist an dem massiven
Flüssigkeits- und Eiweißverlustes oder aufgrund ausgeprägter Bronchopneumonien
(TENNANT et al., 1991; EVERMANN et al., 2005; DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al., 2012; ZICOLA et al., 2012). Das Virus
vermehrt sich im Lymphgewebe und führt bei vielen infizierten Welpen zur
Lymphopenie (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Im Blut konnte die RNA
bisher nicht nachgewiesen werden (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Die
Mortalitätsrate ist sehr hoch. Allerdings wurden bei den Krankheitsausbrüchen
vereinzelt Fälle beschrieben, die nicht tödlich endeten. So überlebte bei dem
Ausbruch im Jahre 2005 nur ein Welpe von insgesamt 7, die an dem pantropischen
CoV erkrankt waren (BUONAVOGLIA et al., 2006). In den Aubrüchen von 2008
und 2009 überlebte ebenfalls nur ein Welpe von insgesamt 21 erkrankten Hunden.
Die meisten Hunde starben innerhalb der ersten Tage (ZICOLA et al., 2012). Auch
experimentelle Infektionen verlaufen nicht immer tödlich. Experimentelle
Infektionen führten zu einer Schwächung des Immunsystems aufgrund der
Depletion von Lymphozyten während der Erkrankung. Diese war bis zu 2 Monaten
nach Remission nachweisbar. Daher sind sie während dieser Phase anfälliger für
andere Infektionen (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011).
2.3.2.3. Pathologische Veränderungen
In der pathologischen Untersuchung konnten bei Welpen mit einer pantropischen
CCoV-Infektion Veränderungen im Bereich des Darmes und weiterer Organe, wie
Tonsillen, Lunge, Leber, Milz und Nieren, gesehen werden (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011; ZICOLA et al., 2012). In einer Untersuchung von
DECARO und BUONAVOGLIA (2011) fiel makroskopisch primär eine
ausgeprägte hämorrhagische Gastroenteritis ins Auge. Durch Ulzerationen am
Magen war Meläna zu sehen. Die Tonsillen waren meist vergrößert und enthielten
multifokale Einblutungen. Weiterhin konnte eine Bronchopneumonie
nachgewiesen werden, die vor allem im cranialen und caudalen Lobus sichtbar war.
Bei manchen Welpen konnten Thoraxergüsse gefunden werden. Viele Welpen
zeigten eine Degeneration des Lebergewebes. Auffällig war dabei die gelblich-
bräunliche Verfärbung der Leber (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011).
In der histologischen Untersuchung des Dünndarmes waren eine Atrophie und
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Fusion der Mikrovilli des Darmes mit degenerierten und nekrotischen Darmkrypten
und teilsweise einer Ansammlung neutrophiler Granulozyten zu sehen
(EVERMANN et al., 2005; ZICOLA et al., 2012). Eine subakute Enteritis war
histologisch durch eine Makrophageninfiltration der Lamina propria
gekennzeichnet (ZICOLA et al., 2012). Lymphatisches Gewebe war ödematös
verändert. Bei einigen Tieren lag eine Depletion der Lymphfollikel vor (ZICOLA
et al., 2012). In der Lunge konnten konfluierende, bronchoalveoläre Läsionen mit
fibrinopurulentem Exsudat oder multifokale Petechien zu sehen sein
(EVERMANN et al., 2005; ZICOLA et al., 2012). Meistens lag eine diffuse
Leberdegeneration mit Nekroseherden und Milzdegeneration mit Arteriennekrosen
vor. Zudem fand eine Infiltration von Makrophagen in das hämorrhagische und
hyperämische Parenchym betroffener Organe statt (BUONAVOGLIA et al., 2006;
DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). In den Nieren konnten peripher
hyperämische Bereiche mit Nekrosen im Bereich der Nierenkapsel sowie eine
Degeneration der Gefäßwände der Arterien dargestellt werden (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011).
Das pantropische CoV kann über eine immunhistochemische Färbung der
betroffenen Organe verifiziert werden. Hierfür wird das Antigen in Makrophagen
mit dem Alphacoronavirus-1-monoklonalem-Antikörper dargestellt (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2008, 2011; ZICOLA et al., 2012).
2.3.3. Canines respiratorisches Coronavirus
Das CRCoV zählt zur Gruppe 2 der CoV, den Betacoronaviren (Tab. 1). Dieses
Virus kann zu Atemwegssymptomen führen. Es wird mit vielen weiteren Viren
oder Bakterien der caninen infektiösen Tracheobronchitis (CRID, canine
respiratory infectious disease) zugeordnet (ERLES et al., 2004; BUONAVOGLIA
& MARTELLA, 2007).
2.3.3.1. Ätiologie und Epidemiologie
Im Jahre 2003 wurde das CRCoV zum ersten Mal bei Hunden mit CRID
beschrieben (DECARO et al., 2007). Das Virus konnte vor allem bei Hunden aus
Tierheimen und Hundeschulen mit respiratorischen Symptomen isoliert werden
(ERLES et al., 2003). Zusammen mit dem Bakterium Bordetella bronchiseptica,
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dem caninen Adenovirus-Typ-1 und -Typ-2, dem caninen Parainfluenzavirus, dem
caninen Herpesvirus sowie Reoviren kann das CRCoV für die Entstehung die CRID
verantwortlich sein (ERLES et al., 2004). Das CRCoV ist dem bovinen CoV, das
ebenfalls der Gruppe 2 der CoV angehört und zu respiratorischen Symptomen bei
Kühen führt, mit einer Sequenzübereinstimmung des S-Gens von 94 % und des
Gens der Polymerase von 99 % sehr ähnlich (ERLES et al., 2003). Zum S-Protein
des CECoV besteht eine Sequenzübereinstimmung von nur 21 % (ERLES et al.,
2003). Daher geht man davon aus, dass das CRCoV ursprünglich durch
Übertragung des bovinen CoV auf Hunde entstanden ist (PRIESTNALL et al.,
2006). ERLES und Mitarbeiter (2003) konnten in Untersuchungen von Hunden mit
respiratorischen Symptomen, die neu in ein Tierheim gebracht wurden, bei 30 %
Antikörper gegen das CRCoV nachweisen (ERLES et al., 2003). Nach einem
dreiwöchigen Aufenthalt in diesem Tierheim stieg die Antikörperprävalenz auf
99 %, was die hohe Kontagiösität des CRCoV verdeutlicht (ERLES et al., 2003).
Die RNA des CRCoV konnte mittels RT-PCR in verschiedenen Studien bei Hunden
mit respiratorischen Symptomen im unteren Atmungstrakt bei 1–27 % der Hunde
nachgewiesen werden (ERLES et al., 2003; ELLIS et al., 2005; KANESHIMA et
al., 2006; PRIESTNALL et al., 2006; YACHI & MOCHIZUKI, 2006; DECARO
et al., 2007; AN et al., 2010; SCHULZ et al., 2014).
2.3.3.2. Pathogenese
Das CRCoV bleibt auf den Atmungstrakt beschränkt. Die Übertragung erfolg durch
eine orale Aufnahme des Virus über respiratorische Sekrete von infizierten Hunden
(ERLES & BROWNLIE, 2008). Die Replikation des CRCoV findet im Epithel des
Atmungstraktes statt und führt dort zur Beeinträchtigung der mukoziliären
Clearance (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007). Es ist unbekannt, ob das
CRCoV alleine zu Atemwegssymptomatiken führen kann (PRIESTNALL et al.,
2006; DECARO et al., 2016) oder ob Koinfektionen mit anderen Erregern nötig
sind. Bisher konnte CRCoV-RNA nicht in den Atemwegen von gesunden Hunden
nachgewiesen werden. Dies spricht für eine primäre pathogene Bedeutung. Durch
die Replikation dieses Virus im Atmungstrakt wird das mukoziliäre System
beeinträchtigt (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007; SCHULZ et al., 2014).
Da Bakterien und Viren bei reduzierter mukoziliärer Clearance leichter in den
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Atmungstrakt gelangen können, steigt das Risiko von Sekundärinfektionen
(ERLES & BROWNLIE, 2008). Entstehen Sekundärinfektionen oder treten
Koinfektionen mit dem caninen Adenovirus-Typ-1 oder -Typ-2, dem caninen
Parainfluenzavirus oder Bordetella bronchiseptica auf, sind Symptome möglich
(PRIESTNALL et al., 2006; DECARO et al., 2016). Nur in seltenen Fällen und bei
Komplikationen, wie einer Bronchopneumonie, kann eine CRCoV-Infektion zum
Tode führen (ERLES et al., 2004; DECARO et al., 2016).
2.3.3.3. Pathologische Veränderungen
In einer Studie wurden 36 Hunde nach experimenteller Infektion mit dem CRCoV
pathologisch und histologisch untersucht (MITCHELL et al., 2013).
Makroskopisch konnte bei diesen Patienten ein Entzündungsprozess in den
Atemwegen, wie eine katarrhalische Rhinitis, Pharyngitis, Laryngitis sowie
Tracheitis und Bronchitis vorhanden sein (MITCHELL et al., 2013).
Histologische Veränderungen waren in Nasenlöcher und der Trachea zu sehen. Die
ziliäre Funktion war dabei eingeschränkt (BUONAVOGLIA & MARTELLA,
2007). Mikroskopisch waren hyperplastische Follikel der Tonsillen und
Kehlgangslymphknoten mit Retikulumszellenproliferation zu sehen. In der
entzündeten Lunge konnten Lymphozytenaggregate dargestellt werden, die im
Bereich der Atemwege und der Blutgefäße zu finden waren. Das Lymphgewebe
war in schwerwiegenderen Fällen hyperplastisch (MITCHELL et al., 2013).
Durch die immunhistochemische Färbung des veränderten Gewebes mit dem
polyklonalen Anti-bovinen-CoV-Antikörper kann das CRCoV-Antigen dargestellt
werden (MITCHELL et al., 2013). Meist konnte das Virus in der Trachea, in den
Tonsillen und in der Lunge nachgewiesen werden (MITCHELL et al., 2009).
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III. EIGENE STUDIE I
Das Ziel dieser Studie war es, die Untersuchungsmethode der IZC an Zellproben,
die das FCoV enthalten, zu evaluieren. Hierzu wurden vorerst Zellproben von leicht
zugänglichen Geweben mit zellulärem Antigen verwendet, an denen die
Auswirkung verschiedener Vorbehandlungen auf die Antigenität und die
Darstellung dieser Antigene über die IZC untersucht wurde. Die Vorbehandlungen
beinhalteten die Färbung der Zellproben mit einer gängigen Färbemethode, das
Eindeckeln mit einem Einbettmedium und die Mikrowellenbehandlung. Diese
Vorbehandlungen wurden einzeln und in Kombination durchgeführt. Die Methoden
mit den besten Ergebnissen zur Darstellung des zellulären Antigens der Zellproben
wurden letztendlich bei Körperhöhlenergussproben, die das virale Antigen
enthielten, angewendet.
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IV. ERWEITERTE DISKUSSION DER STUDIE I
Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die IZC aus Liquor zum Nachweis der
ZNS-Manifestation einer FIP zu evaluieren. Leider sind die Liquormengen, die
Katzen entnommen werden können, begrenzt. Die empfohlene Liquormenge, die
maximal entnommen werden darf, ohne dem Tier zu schaden, liegt bei 1 ml pro
5 kg Körpergewicht (DEWEY & DUCOTÉ, 2008). Bei der Untersuchung von
Liquorproben neurologischer Patienten werden die Proben zur möglichst breiten
Abdeckung der möglichen Differentialdiagnosen mit konventionellen
zytologischen Färbungen, wie zum Beispiel der Wright-Färbung, der Hämatoxylin-
Eosin-Färbung oder der panoptischen Färbung nach Pappenheim, untersucht,
weshalb sie dann nicht mehr zur IZC-Analyse zu Verfügung stehen. Aufgrund der
geringen gewinnbaren Liquormengen und aufgrund der Tatsache, dass Liquor für
Untersuchungszwecke ein sehr instabiles Medium ist (FRY et al., 2006), wurden
für die Versuchsanordnung zur Evaluierung der Durchführbarkeit der IZC nach
konventioneller zytologischer Färbung Lymphknotenfeinnadelaspirations- und
Gehirnabklatschzellproben mit zellulären Antigenen verwendet. Danach wurde
diese Methode auf Körperhöhlenergussproben, die das FCoV-Antigen enthalten,
übertragen. Dafür wurden verschiedene Vorbehandlungen der Zellproben, wie die
Mikrowellenbehandlung und die Asservierung des Antigens in einem
Einbettmedium mittels Eindeckeln, untersucht, mit dem Ziel einer optimalen
Erhaltung der Antigenität der Zellproben. Diese Vorbehandlungen wurden an
konventionell gefärbten Zellproben und an ungefärbten Proben durchgeführt und
mit dem Goldstandard der IZC an eingefrorenen, ungefärbten Zellproben
verglichen.
Wurde die IZC an Lymphknotenfeinnadelaspirations- und
Gehirnabklatschzellproben nach konventioneller zytologischer Färbung mit
modifizierter Wright-Färbung (modWS) durchgeführt, waren Intensität und
zelluläre Spezifität vergleichbar zum Goldstandard der IZC aus gefrorenem,
ungefärbtem Material. Dies war allerdings nur der Fall, wenn die gefärbten Proben
direkt nach der modWS eingedeckelt und unmittelbar vor der Durchführung der
IZC – nach Entdeckelung in Xylol und Entfärbung in 1%igem Chlorwasserstoff
(HCl) – in der Mikrowelle zur Antigendemaskierung vorbehandelt wurden. Wurde
die IZC allerdings an modWS-gefärbten Proben ohne weitere Vorbehandlungen
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wie Eindeckeln oder Mikrowellenbehandlung durchgeführt, sank die Intenstität der
IZC nach Entfärbung der Präparate signifikant für alle Antikörper im Vergleich zu
eingefrorenen, ungefärbten Proben. Im Gegensatz zu zellulärem Antigen wurde die
Immunreaktivität von viralem Antigen jedoch durch jegliche Vorbehandlung, wie
konventionelle zytologische Färbung, Eindeckeln und Mikrowellenbehandlung,
zerstört, und die viralen Antigene konnten dann mittels der IZC nicht mehr
nachgewiesen werden.
Nicht nur bei der Entnahme von Liquor, sondern auch bei der Probenentnahme von
schwer zugänglichen Organen, wie ZNS-Gewebe oder von verschiedenen
Tumoren, ist die Anzahl und Menge der zu gewinnenden Proben limitiert. Die
zytologische Untersuchung mit konventionellen Färbungen stellt bei solchen
Proben die beste Option in der diagnostischen Aufarbeitung dar (JORUNDSSON
et al., 1999; BERAKI et al., 2012). Die Möglichkeit der Anwendung spezieller
Untersuchungen, wie die IZC, an solch schwer zugänglichen Organen ist daher
ebenso begrenzt (DABBS & WANG, 1998). Die IZC wird vor allem zur
Immunophänotypisierung und Klassifizierung von Lymphomen sowie zur
Differenzierung, Subklassifizierung und Subtypisierung anderer Tumore genutzt
(MASON & GATTER, 1987; MCKEE, 1990; HOINGHAUS et al., 2002). Ist die
Morphologie der Zellprobe schlecht erhalten oder fehlen die für die Diagnostik
spezifischen Zellen in der Zellprobe, hilft die IZC zur Diagnosefindung (MASON
& GATTER, 1987). Weiterhin können mit diesem Verfahren Zellen, die nur in
geringer Zahl vorliegen und die in konventionell gefärbten Präparaten schlecht
erkennbar sind, identifiziert werden (ADAMS et al., 1984; DEMIREZEN et al.,
1986; MASON & GATTER, 1987; MONACO & DABBS, 2015). Da sich die
Proben untereinander in Zellularität, Verschmutzung, individueller Zellpopulation
und Morphologie stark unterscheiden, erleichtert es die Diagnosefindung, die IZC
direkt an zuvor konventionell gefärbten Präparaten, in denen spezielle
Veränderungen zu sehen waren, durchzuführen (MEINKOTH & COWELL, 2002;
MARCOS et al., 2009). Aus diesem Grund beschäftigten sich verschiedene Studien
mit der Durchführung der IZC und anderer Spezialfärbungen an bereits gefärbten
Zellpräparaten (ABENDROTH & DABBS, 1995; NORDGARD et al., 2002;
MARCOS et al., 2009; CHOI & KIM, 2011; BERAKI et al., 2012). In
verschiedenen Tumor-Studien wurden Färbungen, wie die May-Grünwald-Giemsa-
(MGG), die Diff-Quick-(DQ) und die Papanikolaou-(PAP)-Färbung und
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nachfolgend die IZC an diesen gefärbten Proben getestet (IWA et al., 1988;
CAJULIS et al., 1993; CORKILL & KATZ, 1994; ABENDROTH & DABBS,
1995; DABBS & WANG, 1998; EJERSBO et al., 1999; KOYATSU et al., 1999;
NORDGARD et al., 2002; CHENG et al., 2003; KRISHNAMURTHY et al., 2003;
KIRBIS et al., 2004; SHTILBANS et al., 2005; DARVISHIAN et al., 2006; KIM
& KWON, 2010; CHOI & KIM, 2011; BERAKI et al., 2012; ZHANG et al., 2015;
OZA et al., 2016). Dabei wurden die Zellproben in den meisten Studien mit
verschiedenen Medien fixiert und nach konventioneller Färbung eingedeckelt. In
manchen Studien wurden die Proben vor der IZC wieder entfärbt und einer
hitzeinduzierten Antigendemaskierung (heat induced antigen retrieval, HIAR)
unterzogen. Antikörper, die in diesen Studien verwendet wurden, waren gegen
nukleäre, zytoplasmatische und membranöse Antigene gerichtet. In diesen Studien
wurde gezeigt, dass eine IZC nach konventioneller zytologischer Färbung in den
meisten Fällen möglich ist. Nach PAP soll die IZC ohne Probleme durchführbar
sein, wohingegen sich die IZC nach MGG oder DQ schwierig gestaltete (EJERSBO
et al., 1999; KOYATSU et al., 1999; KRISHNAMURTHY et al., 2003; KIRBIS et
al., 2004). BERAKI und Mitarbeiter (2012) demonstrierten in ihrer Studie die
Bedeutung der Stärke und Dauer der vorgeschalteten Mikrowellenbehandlung
sowie die Auswahl des verwendeten Mediums zur HIAR für optimale Ergebnisse
der IZC (BERAKI et al., 2012). Die Untersuchungen wurde mit nukleären
Antikörpern (Ki-67, Östrogen-Rezeptor-Antikörper, Progesteron-Rezeptor-
Antikörper), einem zytoplasmatischen Antikörper (Panzytokeratin-Antikörper) und
einem membranösen Antikörper (E-cadherin-Antikörper) durchgeführt. Optimale
Ergebnisse der IZC wurden für alle Antikörper mit einer HIAR mittels
Mikrowellenbehandlung mit niedriger Leistung (750 Watt)  und kurzer Dauer (2,5
Minuten), gefolgt von einem zweiten Zyklus (6 Minuten bei 160 Watt) erzielt. Als
bestes Medium für die HIAR erwies sich der Tris-EDTA-(Trismethylamin
Ethylendiamintetraacetat)-Puffer. Er war besser geeignet, als der Zitratpuffer. Bei
Verwendung einer stärkeren Mikrowellenbehandlung von zweimal 5 Minuten bei
750 Watt in Tris-EDTA-Puffer ergab die IZC des Ki-67-Antikörpers bereits
suboptimale Ergebnisse, alle anderen Antikörper konnten sogar gar nicht dargestellt
werden. Wurde die Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer durchgeführt, konnte
bei allen Antikörpern auch nach verschieden starken Mikrowellenbehandlungen
keine IZC-Farbreaktion dargestellt werden. Für die Versuchsdurchführung wurden
in dieser Studie die zytologischen Zellproben in Ethanol fixiert und vor der IZC
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entfärbt (BERAKI et al., 2012). KIRBIS und Mitarbeiter (2004) stellten in ihren
IZC-Untersuchungen von humanen Mammatumoren mit dem nukleären Antikörper
MIB-1 fest, dass eine HIAR mittels Mikrowellenbehandlung bei PAP-gefärbten
Präparaten für positive Resultate essentiell ist (KIRBIS et al., 2004).
ABENDROTH und DABBS (1995) untersuchten ebenfalls den Effekt einer PAP-
Färbung auf die IZC-Ergebnisse (ABENDROTH & DABBS, 1995). Alle
Zellproben wurden in 95%igem Alkohol oder per Lufttrocknung fixiert. Danach
wurde ein Teil dieser Proben ungefärbt belassen und ein weiterer Teil mit PAP
gefärbt und eingedeckelt. Die IZC wurde an gefärbten, entdeckelten Präparaten und
an in HCl (Chlorwasserstoff) entfärbten, entdeckelten Präparaten durchgeführt. Die
Ergebnisse wurden mit der IZC der ungefärbten Präparate verglichen. In 76 % der
PAP-gefärbten Zellproben, die vor der IZC nicht entfärbt worden waren, sowie in
72 % der zuvor entfärbten Proben, waren die Färbeergebnisse äquivalent zu den
IZC-Ergebnissen der ungefärbten zytologischen Präparate. Eine HIAR wurde dabei
nicht angewendet (ABENDROTH & DABBS, 1995).
Zur Evaluation der Ergebnisse der vorliegenden Studie wurde ein 4-Punkte-System
verwendet, in dem Werte von 0 keine IZC-Färbbarkeit und Werte von 3 optimale
Resultate bedeuteten. In der vorliegenden Studie hatte die modWS eine starke
negative Auswirkung auf die Immunreaktivität der Zellproben. Die Intensität der
IZC-Färbung sank nach konventioneller zytologischer Färbung von maximal zu
erreichenden medianen Werten von 3 bei ungefärbten, eingefrorenen Proben auf
mediane Werte von 0 nach modWS der Präparate, bei denen also eine IZC-Färbung
nicht mehr darstellbar war. Es ist bekannt, dass panoptische Färbungen eine
Auswirkung auf Zellen haben (JORUNDSSON et al., 1999; BERAKI et al., 2012).
Jeder Farbstoff hat prinzipiell die Tendenz, von der Färbelösung in die Zelle zu
wandern und somit die Zellen zu färben (BERAKI et al., 2012). Zytologische
Färbelösungen, wie PAP und Romanowsky-Giemsa-(RG)-Färbungen, eine
Modifikation der Romanowsky-Färbung (RF), beinhalten ein Gemisch von sauren,
negativ geladenen und basischen, positiv geladenen Farben. Nach dem
Coulombschen Gesetz entstehen entgegengesetzte elektrische Kräfte zwischen
diesen ionischen Färbungen und den zellulären Bestandteilen (BERAKI et al.,
2012). Bestandteile der RF, zu der auch die modWS zählt, binden demnach über
elektrische Kräfte an bestimmte Zellkomponenten, ohne die Antigenbindung zu
verhindern (JORUNDSSON et al., 1999; BERAKI et al., 2012). RF besitzen eine
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komplexe chemische Zusammensetzung. Sie bestehen aus der positiv geladenen,
basischen Farbe Methylenblau, sowie aus der negativ geladenen, sauren Farbe
Eosin Y. Weiterhin sind die Abbauprodukte von Methylenblau, nämlich Azur A, B
oder C, enthalten (JORUNDSSON et al., 1999). Im Gegensatz zu den chemisch
stabileren Färbelösungen, wie PAP und Hämatoxylin-Eosin, reagiert die RF
sensibel auf pH-Wert, Temperatur, Puffer, Farbkonzentration und Fixation
(JORUNDSSON et al., 1999). Somit könnte in der vorliegenden Studie die modWS
an sich oder das Verfahren ohne Fixierung letztendlich eine Auswirkung auf die
Immunreaktivität gehabt haben. Da nach Eindeckeln der gefärbten Proben die
Immunreaktivität noch vorhanden war, ist dies in der vorliegenden Studie jedoch
unwahrscheinlich.
Wie in früheren Studien beschrieben, konnten die modWS-gefärbten Zellproben
mittels HCl erfolgreich entfärbt werden (MARCOS et al., 2009). Allerdings kann
eine Entfärbung mit HCl auch die Immunreaktivität reduzieren. RAMOS-VARA
und MILLER (2014) beschrieben bei Verwendung von HCl in dekalzifizierenden
Lösungen eine Reduktion der Immunreaktivität bei einigen Antikörpern innerhalb
eines Tages. Nach einer Woche war keine Immunreaktivität mehr nachweisbar
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Durch saure Fixationsmedien wurde die
Immunreaktivität aufgrund der reduzierten Kreuzreaktionen zwischen den
einzelnen Antikörpern während der IZC ebenfalls vermindert. Daher sollte zur
Erhaltung einer IZC-Färbung eine HIAR durchgeführt werden (RAMOS-VARA &
MILLER, 2014). In der vorliegenden Studie wurde eine niedrige HCl-
Konzentration von 1 % über eine kurze Zeit von maximal 10 Minuten verwendet.
Dies sollte keine relevante Auswirkung auf die Immunreaktivität gehabt haben
(BERAKI et al., 2012).
In vielen Studien wird die Fixierung von Zellproben empfohlen (ADAMS et al.,
1984; IWA et al., 1988; CAJULIS et al., 1993; CORKILL & KATZ, 1994; DABBS
& WANG, 1998; NORDGARD et al., 2002; CHENG et al., 2003; KIRBIS et al.,
2004; DARVISHIAN et al., 2006; KIM & KWON, 2010; CHOI & KIM, 2011;
BERAKI et al., 2012; ZHANG et al., 2015; OZA et al., 2016). In der vorliegenden
Studie wurden die Zellproben ausschließlich luftfixiert. Dies könnte die Resultate
der IZC negativ beeinflusst haben. In der immunhistochemischen Untersuchung
von Gewebsschnitten ist die Fixierung zum Erhalt der Zellkomponenten, zur
Prävention der Autolyse und der Verlagerung der Zellzusammensetzungen in
Hinblick auf Antigene und Enzyme, zur Stabilisierung des zellulären Materials und
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zur Intensivierung der konventionellen und der immunhistochemischen Färbung
von Bedeutung (HAYAT & GIAQUINTA, 1970; RAMOS-VARA & MILLER,
2014). Sowohl eine zu frühzeitige Fixierung nach Entnahme der Proben als auch
eine zu späte Fixierung nach zu langer Lagerung können dabei die Immunreaktivität
vermindern (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Nach Entnahme von Proben aus
dem lebenden Organismus kommt es zu biochemischen Veränderungen, die eine
Adenosin-Triphosphat-Depletion und den Zusammenbruch des Natrium-, Kalium-
und Kalziumgradienten beinhalten (HEWITT et al., 2011). Je länger die Fixierung
aufgeschoben wird, desto länger besteht eine Hypoxie. Die Folge ist eine
Schwellung der Zellen und die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen sowie
eine Aktivierung von Enzymen, was wiederum die Immunreaktivität der Zielzellen
verändert (ESPINA et al., 2009; HEWITT et al., 2011). Speziell in der
Tumordiagnostik kann eine verspätete Fixierung der Präparate den Mitose-Index
um bis zu 40 % reduzieren und damit die Sensitivität zur Diagnostik von Neoplasien
vermindern (CROSS et al., 1990). Eine Überfixierung kann die IZC-Färbung
aufgrund von exzessiven Quervernetzungen zwischen Aminosäuren und dem
Fixationsmedium unmöglich machen. Dieser Effekt ist von der zellulären
Lokalisation abhängig. So wird zum Beispiel die nukleäre Färbung mittels des
Antikörpers B-Zelllymphom 2 (Bcl-2) komplett und irreversibel aufgehoben. Nicht
einmal die Anwendung einer HIAR mittels Mikrowellenbehandlung, welche die
Quervernetzungen in den meisten Fällen aufhebt, konnte dies verhindern. Die
Färbung mit zytoplasmatischen Antikörpern ist nach einer HIAR jedoch noch
möglich (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Derzeit gibt es kein
Standardfixationsprotokoll für Zellproben. Welches Fixationsmedium verwendet
wird, sollte vom zytologischen Verfahren und vom Antigen abhängig gemacht
werden. Für die IZC sollten die Präparate auf Alkoholbasis oder in Formalin
nassfixiert werden. Alternativ ist eine primäre Luftfixierung mit nachfolgender
Fixierung mit 100 % Aceton oder 10 % Formalin unmittelbar vor der IZC möglich
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Während die Art der Fixierung für
membranöse und zytoplasmatische Antigene meist nicht relevant ist, liefert die IZC
von luftgetrockneten Präparaten mit nukleären Antigenen optimale Resultate nach
Fixierung in neutral gepuffertem 4%igem oder 10%igem Formalin allein oder
gefolgt von Methanol-Aceton-Fixierungstechniken (SKOOG & TANI, 2011;
RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Allerdings kann Aceton durch Auflösung der
Zellmembranen und Auswärtsdiffusion von Peptiden aus der Zelle auch zu falsch
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negativen Ergebnissen in der IZC führen. Zudem führt Aceton bei Verwendung
automatischer Färbemaschinen zu Zellverlusten in Zellproben (RAMOS-VARA &
MILLER, 2014). Es ist zu bedenken, dass in der vorliegenden Studie die alleinige
Luftfixation die Ergebnisse verfälscht haben kann. Mit einer Nassfixation auf
Alkoholbasis hätte die Immunreaktivität des FCoV-Antigens eventuell besser
erhalten werden können. In einer Studie von ADAMS und Mitarbeitern (1984)
konnte das dort untersuchte Herpesvirus in der IZC nur nach Fixation der
Zervixzellproben in Ethanol oder Aceton mit optimalen Ergebnissen dargestellt
werden (ADAMS et al., 1984). Beachtet werden muss, dass Viruspartikel bei
fehlender Fixation grundsätzlich anfälliger für Autolyse sind als Protozoen oder
Pilze (HEWITT et al., 2011).
Zusätzlich zur Alkoholfixierung kann eine HIAR die Resultate der IZC verbessern.
Für die meisten nukleären Antigene wird dafür eine Mikrowellenbehandlung in
Zitratpuffer empfohlen. Zytoplasmatische und membranöse Antigene hingegen
benötigen zur Erhaltung einer optimalen Immunreaktivität selten eine
Mikrowellenbehandlung (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Zur
immunhistochemischen Untersuchung von Gewebeschnitten wird bei den meisten
Antikörpern eine Mikrowellenbehandlung für 20 Minuten bei 9095 °C empfohlen
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Allerdings kann die Mikrowellenbehandlung
bei Zellproben die Immunreaktivität auch negativ beeinflussen. BERAKI und
Mitarbeiter (2012) stellten fest, dass durch eine Mikrowellenbehandlung in
Zitratpuffer (2 x 5 Minuten bei 750 Watt) die IZC-Färbung von den nukleären
Antikörpern, Progesteron-Rezeptor- und Östrogen-Rezeptor-Antikörpern
aufgehoben und die IZC-Färbung des nukleären Antikörpers Ki-67 reduziert wurde
(BERAKI et al., 2012). Mit geringerer Stärke der Mikrowellenbehandlung
(2,5 Minuten bei 750 Watt, gefolgt von 6 Minuten bei 160 Watt) in Tris-EDTA-
Puffer wurden bei den Zellproben optimale Ergebnisse in der IZC gefunden
(BERAKI et al., 2012). In der vorliegenden Studie wurde eine stärkere
Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer durchgeführt (5 Minuten bei 800 Watt,
gefolgt von 20 Minuten bei 250 Watt). Für die verwendeten zellulären Antigene
CD-3, neuronales nukleäres Protein (NeuN) und gliales fibrilläres saures Protein
(GFAP) war diese Form der HIAR effektiv und brachte optimale Resultate. Für das
FCoV-Antigen in Körperhöhlenergussproben hätten niedrigere
Mikrowellenstärken ausreichen können. In zukünftigen Untersuchungen sollte die
Mikrowellenbehandlung für das FCoV-Antigen in anderen Puffern, wie
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beispielsweise Tris-EDTA-Puffer, evaluiert werden. In verschiedenen Studien
wurde gezeigt, dass unterschiedliche Antikörper jeweils unterschiedliche Puffer
und unterschiedliche pH-Werte der Puffer für die HIAR benötigen (SHI et al., 2001;
BERAKI et al., 2012; RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Der Effekt der
chemischen Zusammensetzung von Puffern zur HIAR ist unbekannt. Für die
meisten Antigene wird jedoch eine Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer
empfohlen, wie sie auch in der vorliegenden Studie verwendet wurde (RAMOS-
VARA & MILLER, 2014). RAMOS-VARA und MILLER (2014) merken
allerdings an, dass für die IZC von nukleären Antigenen Puffer mit niedrigem pH-
Wert von Vorteil sind (RAMOS-VARA & MILLER, 2014).
Für die kurzzeitige Lagerung von zytologischen Proben von weniger als zwei
Wochen werden Temperaturen von 2–8 °C empfohlen. Bei längerer Lagerung
sollten die Präparate bei – 70 °C eingefroren werden oder mit einem Deckglas,
eingebettet in einem 3%igem Polyethylenglykol-Medium, versehen werden
(HEWITT et al., 2011; KIRBIS et al., 2011; SKOOG & TANI, 2011; RAMOS-
VARA & MILLER, 2014). Das Einbettmedium im Rahmen des Eindeckelns von
Zellproben bewahrt die Antigenität. In der vorliegenden Studie konnte durch das
Eindeckeln der Zellproben die Immunreaktivität von zellulären Antigenen sowohl
bei ungefärbten als auch bei modWS-gefärbten Präparaten optimal erhalten werden.
In vielen Studien wurde bereits das Eindeckeln von panoptisch gefärbten
Zellproben zur Aufbewahrung genutzt (IWA et al., 1988; CAJULIS et al., 1993;
ABENDROTH & DABBS, 1995; NORDGARD et al., 2002; CHENG et al., 2003;
KIRBIS et al., 2004; SHTILBANS et al., 2005; BERAKI et al., 2012). Dieses
Eindeckeln bringt allerdings auch einige Nachteile mit sich, wie zum Beispiel einen
zusätzlichen Zeitaufwand. Vor der IZC müssen die Proben in Xylol entdeckelt
werden. In der vorliegenden Studie benötigten die Zellproben, die weniger als 14
Tage eingedeckelt waren, 48 Stunden Aufbewahrung in Xylol bis sich das
Deckgläschen löste. Waren die Proben länger eingedeckelt, waren 5 Tage nötig.
Weiterhin verstärkte sich durch die lange Immersion in Xylol die
Hintergrundfärbung der Präparate (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Damit
kann die Erkennbarkeit von IZC-Färbungen vermindert sein. In der vorliegenden
Studie wiesen nur die Proben, die mit dem GFAP-Antikörper behandelt worden
waren, eine starke Hintergrundfärbung auf. Dafür werden jedoch eher der GFAP-
Antikörper oder die fehlende Fixation als das Entdeckeln in Xylol verantwortlich
gemacht (KAWAOI et al., 1982; EUSEBI et al., 1984; STANTA et al., 1988;
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HEWITT et al., 2011; RAMOS-VARA & MILLER, 2014).
Die vorliegende Studie weist Limitationen auf, die bei der Interpretation der
Ergebnisse berücksichtigt werden müssen. Eine Limitation ist die fehlende Fixation
der Proben auf Alkoholbasis. Alle zytologischen Proben wurden nach Entnahme
für kurze Zeit luftgetrocknet. In nahezu allen Studien werden jedoch verschiedene
Fixationstechniken auf Alkoholbasis verwendet und empfohlen (KIRBIS et al.,
2004). Vor allem zum Nachweis von Virusantigen hätte die Fixation die
Immunreaktivität trotz verschiedener Vorbehandlungen, wie konventioneller
Färbung, Eindeckeln und Mikrowellenbehandlung, erhalten können (ADAMS et
al., 1984; HEWITT et al., 2011). Daher sollten in zukünftigen Studien die
Zellproben in einem Parallelansatz mit einem Fixationsmedium auf Alkoholbasis
fixiert werden.
Weiterhin stellt die geringe Probenmenge zur Evaluation der Durchführbarkeit der
IZC nach konventioneller zytologischer Färbung bei viralem Antigen eine
Limitation dar. Die Resultate geben einen Hinweis darauf, dass virales Antigen
gesondert behandelt werden muss und jegliche Vorbehandlungen die
Immunreaktivität zerstören. Für eine statistische Auswertung war die Probenmenge
zu gering. In zukünftigen Studien sollten die verschiedenen Vorbehandlungen an
einer größeren, statistisch auswertbaren Anzahl von Zellproben mit enthaltenem
viralen Antigen getestet werden.
Fasst man alle Resultate der vorliegenden Studie zusammen, sollten gefärbte
Zellproben mit einem Einbettmedium eingedeckelt werden, falls die Anzahl der
Proben limitiert ist und diese mittels zytologischer Diagnostik konventionell gefärbt
werden müssen. Das Eindeckeln bewahrt die Immunreaktivität der Proben und
ermöglicht eine weitere Diagnostik mittels IZC an denselben Präparaten. Allerdings
sollte die IZC mit einer HIAR durch eine Mikrowellenbehandlung erfolgen.
Werden virale Antigene vermutet, sollte die IZC an ungefärbten, eingefrorenen
oder fixierten Proben durchgeführt werden (ADAMS et al., 1984;
SUTHIPINTAWONG et al., 1996; SKOOG & TANI, 2011). In weiteren Studien
sollte die IZC an konventionell gefärbten Proben mit viralem Antigen mit
verschiedenen Fixationstechniken durchgeführt werden. Dabei sollte getestet
werden, ob durch die Fixation die Immunreaktivität auch nach konventioneller
zytologischer Färbung, Mikrowellenbehandlung und Eindeckeln der Proben
erhalten bleibt und somit das Eindeckeln als alternative Lagerung zum
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Tiefgefrieren genutzt werden kann (SUTHIPINTAWONG et al., 1996; SKOOG &
TANI, 2011; RAMOS-VARA & MILLER, 2014).
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V. EIGENE STUDIE II
Ziel dieser Teilstudie war es, mit der IZC zum Nachweis von FCoV-Antigen einen
Test zu entwickeln, welcher in-vivo die Diagnose der FIP erlaubt. Da ZNS-Gewebe
schwer zugänglich ist und Biopsien mit erheblichen Risiken verbunden sind, wurde
der Liquor als Untersuchungsmedium verwendet. An anderen Körperflüssigkeiten
wies die IZC eine Spezifität von 100 % auf. Daher sollte sie nun an Liquorproben
von Katzen mit FIP und Katzen mit anderen Erkrankungen evaluiert werden. Dabei
wurden jeweils neurologisch auffällige Katzen und Katzen ohne neurologische
Symptome eingeschlossen.
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VI. ERWEITERTE DISKUSSION DER STUDIE II
Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Liquor-IZC als Nachweisverfahren für
die ZNS-Manifestation einer FIP zu evaluieren. Diese wäre insbesondere in den
Fällen hilfreich, in denen keine Körperhöhlenergüsse vorhanden sind.
Der Nachweis von FCoV-Antigen in Makrophagen aus Körperhöhlenergussproben
mittels Immunfluoreszenz hatte eine Spezifität von 100 % (HIRSCHBERGER et
al., 1995). Da eine ZNS-Manifestation der FIP meist ohne Effusionen in
Körperhöhlen einhergeht (PARODI et al., 1993; HARTMANN et al., 2003; ADDIE
et al., 2009), wurden in dieser Studie II immunzytochemische Analysen zum
Nachweis von FCoV-Antigen aus Liquorproben durchgeführt und an einer
größeren Katzenpopulation evaluiert. Erste Anhaltspunkte zur diagnostischen
Tauglichkeit der Liquor-IZC erbrachten IVES und Mitarbeitern (2013) in einer
einzelnen Fallbeschreibung (IVES et al., 2013). Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden nun die Anwendbarkeit und die diagnostische Aussagekraft genauer
überprüft.
Die Ergebnisse zeigten, dass bei Katzen mit histologisch bestätigter FIP
immunzytochemisch FCoV-positive Liquormakrophagen nachweisbar waren. Dies
war sowohl bei Katzen mit neurologischer FIP, als auch bei Katzen mit FIP ohne
neurologischen Symptomen der Fall.
In der klinischen Patientenaufarbeitung deuten allgemeine Parameter, wie Alter,
Herkunft und die klinischen Symptome der Katzen, oft auf eine FIP hin
(PEDERSEN, 2014a). Betroffen sind meist Katzen im Alter von 4 bis 36 Monaten,
die aus Mehrkatzenhaushalten stammen (ADDIE et al., 2009; PEDERSEN, 2014a).
Befunde der klinischen Untersuchung, wie pralles Abdomen oder Dyspnoe
aufgrund von Aszites oder pleuralen Körperhöhlenergüssen sowie Massen in
Nieren oder anderen Organen, verursacht durch pyogranulomatöse Läsionen oder
vergrößerte Lymphknoten, können den Verdacht entstehen lassen (HARTMANN,
2005; ADDIE et al., 2009; PEDERSEN, 2014a). Die klinischen Symptome sind
allerdings unspezifisch und resultieren aus Veränderungen erkrankter
Organsysteme (HARTMANN, 2005; NORRIS et al., 2005; DIAZ & POMA, 2009;
PEDERSEN, 2014a). Blutbildveränderungen und Antikörper-Nachweis sind
ebenfalls nicht aussagekräftig. Es können eine Lymphopenie, Neutrophilie,
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Anämie, Hyperproteinämie, Hypergammaglobulinämie, ein erniedrigtes Albumin-
Globulin-Verhältnis sowie eine erhöhte Aktivität von Leberenzymen und erhöhte
Bilirubin- und Nierenwerte vorhanden sein (HARTMANN et al., 2003; NORRIS
et al., 2005; SHARIF et al., 2010). Antikörper im Blut sprechen nur für eine aktuelle
oder vergangene FCoV-Infektion und nicht für eine FIP (ADDIE & JARRETT,
1992). Der direkte Virusnachweis mittels RT-PCR aus Serumproben lieferte
Ergebnisse mit einer hohen Spezifität von 100 %, aber einer sehr niedrigen
Sensitivität von 7 % (FELTEN et al., 2017b).
Sind bei Katzen mit FCoV-Infektionen Körperhöhlenergüsse vorhanden, können
Antikörper gegen das FCoV auch oft in den Körperhöhlenergüssen nachgewiesen
werden. Diese Antikörper korrelieren dabei mit den im Blut vorhandenen
Antikörpern (SOMA & ISHII, 2004). Das Vorliegen von Antikörpern in Ergüssen
hatte in der Untersuchung von HARTMANN und Mitarbeitern (2003) einen
prädiktiven Wert von 90 % und einen negativen prädiktiven Wert von 79 % zur
Diagnose der FIP. In den Untersuchungen von KENNEDY und Mitarbeitern (1998)
war der Nachweis von Antikörpern aus Ergüssen nicht hilfreich, da alle Katzen
Antikörper aufwiesen, unabhängig ob sie FIP hatten oder nicht (KENNEDY et al.,
1998). Weiterhin kann zur Diagnostik der FIP die Detektion des FCoV-Antigens in
Makrophagen innerhalb des Ergusses mit einer Spezifität von 70-100 % genutzt
werden (PARODI et al., 1993; HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al.,
2003; ADDIE et al., 2009; LITSTER et al., 2013). FELTEN und Mitarbeiter (2017)
konnten FIP über den Nachweis des FCoV-Antigens in Ergussmakrophagen mittels
der IZC detektieren. Die Sensitivität dieser Methode lag bei 85 %, die Spezifität bei
72 % (FELTEN et al., 2017a).
Eine ZNS-Manifestation der FIP geht meist ohne Körperhöhlenergüsse einher und
stellt daher eine diagnostische Herausforderung dar (KIPAR et al., 1999;
PEDERSEN, 2009; SHARIF et al., 2010). Eine definitive Diagnose der FIP, die
sich ausschließlich im ZNS manifestiert, kann bisher nur über eine Sektion mit
immunhistochemischer Untersuchung der Läsionen gestellt werden
(HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009; SHARIF et al., 2010; GIORI et al.,
2011).
Die Liquoruntersuchung stellt ein gängiges Verfahren zur Diagnostik entzündlicher
Erkrankungen des ZNS dar (DEWEY & DUCOTÉ, 2008; REIBER, 2016). Bei
nahezu allen neurologisch auffälligen Patienten wird daher eine zytologische
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Untersuchung des Liquors mit häufig zusätzlicher Bestimmung von Antikörpern
(IgG, IgM und IgA) und dem Nachweis von DNA oder RNA angestrebt (STORCH-
HAGENLOCHER et al., 2006; REIBER, 2016). Der Liquor wurde in
verschiedenen Studien auch als Untersuchungsmedium zum Nachweis der ZNS-
Manifestation der FIP genutzt. Der Liquor kann bei Katzen mit FIP einen erhöhten
Proteingehalt und eine hohe Zellzahl mit vorwiegend neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Makrophagen beinhalten (FOLEY et al., 1998; DIAZ & POMA,
2009). Eine Studie untersuchte den Liquor auf Antikörper gegen das FCoV.
Antikörper im Liquor konnten aber nur bei denjenigen Katzen nachgewiesen
werden, die auch im Blut hohe Antikörpertiter aufwiesen. Daher ging man davon
aus, dass die Antikörper im Liquor aus dem Blut stammten (BOETTCHER et al.,
2007). Mittels der RT-PCR kann FCoV-RNA in Liquorproben nachgewiesen
werden. Während die RT-PCR in Vollblut auch falsch positiv sein kann
(EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-MOORE et al.,
1998; HARTMANN et al., 2003; CAN-SAHNA et al., 2007; KIPAR et al., 2010),
scheint die RT-PCR aus Liquor sehr spezifisch zu sein (100 %). Bei Patienten mit
neurologischer und/oder okulärer FIP-Symptomatik wies sie zudem eine relativ
hohe Sensitivität von 86 %, im Vergleich zu nicht neurologisch auffälligen Katzen
mit FIP (42 %), auf (DOENGES et al., 2016).
In der vorliegenden Studie wurde bei 21 von 41 Katzen FIP immunhistochemisch
nachgewiesen, wobei 10 davon eine ZNS-Manifestation aufwiesen. Die IZC der
Liquorproben aller Katzen wurde an ungefärbten und bei – 20 °C eingefrorenen
Liquorproben durchgeführt. Eine positive immunzytochemische Reaktion von
Liquormakrophagen wurde insgesamt bei 17 von 21 Katzen detektiert. Demnach
konnte mit dieser Methode FIP bei 81 % der Katzen richtig diagnostiziert werden.
Die Sensitivität der IZC bei der Untersuchung von Liquormakrophagen als
Nachweismethode für FIP betrug insgesamt 85 %, war aber bei Katzen mit ZNS-
Manifestation der FIP mit 78 % niedriger als bei Katzen mit FIP ohne ZNS-
Manifestation (90 %). Bei 91 % der Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation
konnten immunzytologisch FCoV-Antigen-positive Makrophagen im Liquor
nachgewiesen wurden.
Warum Virusantigen im Liquor bei den Katzen ohne ZNS-Manifestation der FIP
häufiger detektiert wurde als bei Katzen mit einer ZNS-Manifestation der
Erkrankung bedarf weiteren Untersuchungen. Da in der vorliegenden Studie 3 von
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11 Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation eine geringe Blutkontamination im
Liquor aufwiesen, war eine Fehldetektion durch eine entnahmebedingte Einblutung
in den Liquor vernachlässigbar. Der Liquor gesunder Katzen hat eine
physiologische Zellzahl von weniger als 5 Zellen/μl. Monozyten kommen dabei im
gesunden Liquor in einem prozentualen Anteil von 30 % vor. Makrophagen sollten
ohne pathologischen Hintergrund allerdings nicht anzutreffen sein (DEWEY et al.,
2008).
Bei den Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation bestand histologisch kein Hinweis
auf eine anderweitige ZNS-Erkrankung bei vollständiger Untersuchung des
Gehirns. In der Abklatschzytologie wurden zwar vereinzelt Veränderungen
festgestellt, die histologisch nicht nachweisbar waren, die Rate der rein zytologisch
positiven Befunde bei den Katzen dieser Studie macht eine mangelnde Sensitivität
der Histologie allerdings unwahrscheinlich (WUENSCHE et al., 2016). Da
radikulospinale Beeinträchtigungen wesentlich schlechter kompensiert werden als
die des Gehirns, dürfte bei dieser Patientenkohorte die Liquorzytologie auch eher
nicht eine subklinische FIP von Rückenmark und Nervenwurzeln widerspiegeln.
Dieser Ausschluss erhärtet sich insbesondere auch durch das Fehlen anderer
Entzündungszeichen innerhalb der Liquorproben, vor allem von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und Fibrin. Man könnte also eine
bislang unbekannt weite Zirkulation infizierter, aber nicht-enzephalitogener
Makrophagen oder das Initialstadium der ZNS-Manifestation postulieren sowie die
Möglichkeit einer falsch-positiven Immunfärbung erwägen.
Eine Aktivierung von Makrophagen im ZNS kann die Folge von
Immunkomplexablagerungen sein (BOLTON et al., 1998; KIPAR et al., 1998;
ENGELHARDT & WOLBURG, 2004; KIPAR et al., 2005; WOLBURG et al.,
2005; KONSMAN et al., 2007). Die Komplement- und Fc-Rezeptor-Aktivierung
erhöhen die Phagozytoseaktivität von Makrophagen und verursachen somit die
weitere Aufnahme von FCoV (JACOBSE-GEELS, 1982; PEDERSEN, 1995;
KIPAR et al., 2005). Diese Immunkomplexablagerungen werden gerade am
Anfang einer FIP beobachtet (KIPAR et al., 1998; KIPAR et al., 2005). Weiterhin
können die Makrophagen aufgrund einer Vaskulitis in das ZNS und den Liquor
gelangt sein (PEDERSEN, 1976b; HARTMANN, 2005; BOETTCHER et al.,
2007; ADDIE et al., 2009). Diese Vaskulitis wird durch eine initiale
Makrophageninfiltration verursacht, gefolgt von einer Ablagerung von
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Immunkomplexen und Komplementfaktoren, das in einer pyogranulomatösen
Entzündung endet (KIPAR et al., 1998; KIPAR et al., 2005). Zusätzlich wird die
Blut-Hirn-Schranke zerstört, wodurch Veränderungen des Liquorflusses und
-drucks entstehen und die eine Einwanderung von Entzündungszellen zur Folge hat.
Antikörper können in diesem Zuge ebenfalls in den Liquor übertreten (KLINE et
al., 1994; BOETTCHER et al., 2007). Es scheint auch eine gewisse
Antikörperproduktion innerhalb des ZNS stattzufinden. FOLEY und Mitarbeiter
(1998) untersuchten die FCoV-Antikörperkonzentrationen bei Katzen mit FIP und
fanden heraus, dass die Konzentrationen im Liquor höher waren, als die im Serum
der jeweiligen Katze (FOLEY et al., 1998). Aus diesem Grund wurde angenommen,
dass Antikörper im ZNS-Gewebe als Folge der FCoV-Replikation produziert
wurden (FOLEY et al., 1998; FOLEY & LEUTENEGGER, 2001; BOETTCHER
et al., 2007; STEINBERG et al., 2008). Bei Menschen findet laut Studien bei
infektiösen ZNS-Erkrankungen, wie bei der humanen Herpesvirusinfektion, eine
Antikörperproduktion gegen das infektiöse Agens im ZNS statt (CHAPMAN et al.,
2005; DERFUSS et al., 2005). Makrophagen können dabei über offene
Schlussleisten (tight junctions) zwischen den Endothelzellen oder über Diapedese
durch die Endothelzellen in das ZNS eintreten (BOLTON et al., 1998;
ENGELHARDT & WOLBURG, 2004; WOLBURG et al., 2005; KONSMAN et
al., 2007).
In einer anderen Kohorte konnte auch mittels RT-PCR FCoV im Liquor nicht-
neurologischer FIP-Katzen detektiert werden (DOENGES et al., 2016). In dieser
Studie wurde der Liquor von 19 Katzen mit immunhistochemisch nachgewiesener
FIP untersucht. Von den 19 Katzen zeigten 7 neurologische und/oder okuläre
Symptome. Eine FIP ohne ZNS-Manifestation wiesen 12 von 19 Katzen auf.
Mittels RT-PCR von Liquorproben konnte bei 8 Katzen mit einer ZNS-
Manifestation der FIP, aber auch bei 2 Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation die
Erkrankung FIP bestätigt werden. Nur bei einer dieser 2 Katzen wurde bei der
mikroskopischen post-mortem-Untersuchung eine histologische Veränderung im
ZNS im Sinne einer FIP festgestellt (DOENGES et al., 2016). Aufgrund der
niedrigen Sensitivität der RT-PCR von 42 % ist anzunehmen, dass diese Methode
das FCoV nicht bei allen Patienten mit ZNS-Manifestation der FIP detektierte. Um
dieses Phänomen, dass in der vorliegenden Studie bei Katzen mit einer FIP ohne
ZNS-Manifestation häufiger FCoV im Liquor nachgewiesen werden konnten,
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obwohl im ZNS keine Läsionen zu sehen waren, als bei Katzen mit Läsionen im
ZNS, besser einschätzen zu können, sollte in zukünftigen Studien die IZC mit der
RT-PCR oder besser mit einer In-situ-Hybridisierung kombiniert und die
Ergebnisse verglichen werden.
Die Spezifität von 83 % war in der vorliegenden Studie niedriger als ursprünglich
erwartet. Bei 3 Katzen, bei denen FIP immunhistochemisch nicht bestätigt werden
konnte, wurden im Liquor immunzytochemisch FCoV-Antigen-positive
Makrophagen nachgewiesen. Zwei der Katzen wiesen neurologische
Veränderungen in Abwesenheit von Entzündungen auf. In der Untersuchung von
HIRSCHBERGER und Mitarbeitern (1995) konnte mittels
Immunfluoreszenzverfahren bei 34 von 49 Katzen, bei denen FIP histopathologisch
bestätigt worden war, FCoV-Antigen in Makrophagen von Körperhöhlenergüssen
nachgewiesen werden. Die Sensitivität dieser Methode betrug 84 %, die Spezifität
100 % (HIRSCHBERGER et al., 1995). Positive Ergebnisse bestätigten somit eine
FIP-Erkrankung. Im Gegensatz dazu war in der Studie von FELTEN und
Mitarbeitern (2017) die Spezifität des immunzytochemischen Nachweises von
FCoV-Antigen in Erguss-Makrophagen mit 72 % niedriger (FELTEN et al.,
2017a). In einer weiteren Studie wurden mit der Immunfluoreszenz ebenfalls falsch
positive Resultate in 2 von 17 Fällen beschrieben (Spezifität 71 %) (LITSTER et
al., 2013).
Warum diese als falsch positiv eingestuften Ergebnisse auftraten, ist derzeit noch
unbekannt. Eine Möglichkeit ist, dass diese Katzen zwar an einer bestimmten
Erkrankung litten und deswegen euthanasiert wurden, sie aber dennoch auch an FIP
erkrankt waren, die bisher aber ohne Organmanifestation einherging und daher
immunhistochemisch noch nicht nachgewiesen werden konnte. Die genaue
Inkubationszeit von FIP ist bisher unbekannt. Ebenso weiß man nicht, ab welchem
Zeitpunkt Organläsionen zu sehen sind (LITSTER et al., 2013).
Histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen gelten als
Goldstandard zur post-mortem-Bestätigung der FIP durch Nachweis des FCoV-
Antigens in verändertem Gewebe (HARTMANN, 2005; ADDIE et al., 2009;
KIPAR & MELI, 2014). Positive Ergebnisse bestätigen eine FIP. Allerdings konnte
mittels IHC in der Studie von TAMMER und Mitarbeitern (1995) nur bei 97 % der
an FIP erkrankten Katzen das FCoV-Antigen in Gewebsmakrophagen dargestellt
werden (TAMMER et al., 1995). Daher könnten Organläsionen, die in der IZC
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positiv für das FCoV-Antigen waren, mittels IHC verpasst worden sein, obwohl bei
allen vorhandenen Organen die IHC durchgeführt wurde. Eine weitere Erklärung
ist, dass der Primärantikörper nicht zwischen dem mutierten FCoV und dem nicht
virulenten FCoV unterscheiden kann. Auch das FECV kann in Makrophagen
replizieren (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998; FELTEN et al., 2017a).
Daher kann die positive Farbreaktion durch das harmlose FECV verursacht worden
sein. Allerdings tritt eine massive und beständige Replikation in Makrophagen, die
immunzytochemisch detektiert werden kann, nur bei FIP auf (HARTMANN, 2005;
KIPAR & MELI, 2014). Dies lässt die Möglichkeit einer positiven
immunzytochemischen Farbreaktion durch FECV unwahrscheinlich erscheinen.
Eine Kombination der IZC mit einer RT-PCR oder In-situ-Hybridisierung wäre
geeignet, dieses Phänomen genauer zu untersuchen. Weiterhin muss bedacht
werden, dass der monoklonale Antikörper FIPV3-70 mit anderen bisher
unbekannten Antigenen zu Kreuzreaktionen geführt und somit falsch positive
Ergebnisse geliefert haben könnte (LITSTER et al., 2013). Es ist bekannt, dass das
FIPV3-70 auch mit dem FCoV-Typ-I und -Typ-II, dem FrCoV und auch dem
CCoV und dem TGEV des Schweines reagiert (LINARIS, 2015). Es gibt jedoch
keine Hinweise, dass dieser Antikörper an endogene Epitope oder Strukturen
bindet. Dies macht die Möglichkeit der unspezifischen Farbreaktion
unwahrscheinlich.
Eine Limitation der Studie ist darin zu sehen, dass die Katzen der
Vergleichsgruppen ohne nachgewiesene FIP zwar aufgrund einer bestimmten
anderen Grunderkrankung euthanasiert wurden, dennoch aber zusätzlich an FIP
erkrankt gewesen sein könnten. Bisher gibt es keine Methode, FIP grundsätzlich
auszuschließen.
Eine weitere Limitation stellte die geringe Menge an verfügbarem Liquor dar. Es
sollte nicht mehr Liquor als 1 ml/5 kg Körpergewicht entnommen werden, um bei
dem Patienten keine Nebenwirkungen hervorzurufen (DEWEY & DUCOTÉ,
2008). FIP tritt in der Regel bei sehr jungen Katzen mit einem Körpergewicht von
weniger als 2 kg auf. Daher lag die Menge an Liquor, die bei diesen Patienten
entnommen werden konnte, im Bereich von weniger als 0,5 ml. Außerdem besitzt
der eiweißreiche Liquor aufgrund seiner hohen Viskosität eine nur geringe
Fließgeschwindigkeit durch die Liquorpunktionskanüle. Dementsprechend stehen
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oft nur wenige Zellen für die IZC zur Verfügung. Zudem ist die IZC ein Verfahren,
das leicht zu Zellverlusten führt. Häufiges Waschen und die Behandlung mit
Wasserstoffperoxid kann zur zusätzlichen Verringerung der Zellzahl auf den
Objektträgern führen. Das Baden der Liquorproben in Wasserstoffperoxid blockt
die endogene Peroxidase der Zellen und verringert somit die unspezifische
Hintergrundfärbung. Makroskopisch sieht man dabei die Entstehung von
Luftblasen, die zur Oberfläche aufsteigen. Dabei können Zellen vom Objektträger
abgelöst werden. In der vorliegenden Studie waren bei 3 Proben keine Zellen mehr
sichtbar.
Zusammenfassend sprechen die ausgewerteten Daten dafür, dass die
immunzytochemische Untersuchung des Liquors auf FCoV-Antigen-positive
Makrophagen einen sensitiven Test zur Diagnose einer FIP bei vorhandener und
fehlender ZNS-Manifestation darstellt. Die Spezifität dieses Tests ist jedoch nicht
ausreichend gut. Positive Befunde sollten nur in Kombination mit Signalement,
klinischer Untersuchung und Laborbefunden interpretiert werden. Da bei Katzen
mit FIP ohne ZNS-Manifestation sowohl in der RT-PCR als auch in der IZC von
Liquorproben positive Ergebnisse zu sehen waren, sollten in weiteren Studien beide
Methoden in Kombination evaluiert und die Ergebnisse verglichen werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG
In der Studie I wurde das Verfahren der Immunzytochemie (IZC) an Zellproben,
die zuvor einer konventionellen Färbung unterzogen worden waren, untersucht. In
derselben Versuchsdurchführung wurde evaluiert, durch welche Vorbehandlung
die Immunreaktivität der Zellen für die IZC am besten erhalten bleibt. Hierfür
wurden 186 Lymphknotenfeinnadelaspirations- und Gehirnabklatschzellproben mit
zellulärem Antigen und 22 Ergussproben mit FCoV-Antigen verwendet.
Verschiedene Vorbehandlungsverfahren beinhalteten die konventionelle Färbung
mit und ohne Eindeckeln der Zellproben, das Eindeckeln an sich ohne vorheriger
Färbung und die Mikrowellenbehandlung. Nur durch das Eindeckeln konnte die
Immunreaktivität von zellulären Antigenen nach konventioneller Färbung für die
IZC erhalten werden. Eine Mikrowellenbehandlung zur Antigendemaskierung vor
dem immunzytochemischen Verfahren optimierte die Resultate. Ist allerdings nicht
eindeutig sicher, ob eine Viruserkrankung vorliegt, sollten die Proben ungefärbt
bleiben, da nachgewiesen werden konnte, dass jegliche Vorbehandlung die
Immunreaktivität des FCoV-Antigens zerstörte.
In der Studie II wurde die IZC zum Nachweis des Antigens des felinen Coronavirus
(FCoV) in Makrophagen aus Liquorproben eingesetzt. Dazu wurde der Liquor von
41 Katzen immunzytochemisch auf das Antigen des FCoV untersucht. Bei 21 von
41 Katzen wurde FIP immunhistochemisch in veränderten Organproben
nachgewiesen. Bei 10 von 21 Katzen mit neurologischen Symptomen konnte post
mortem eine ZNS-Manifestation der FIP mit pyogranulomatösen Läsionen
dargestellt werden. Bei 20 von 41 Katzen wurde FIP durch Sektion und
immunhistochemische Färbung aller Organe nicht nachgewiesen oder wurde
aufgrund einer Überlebenszeit der Katzen von mehr als 1,5 Jahren ausgeschlossen.
Von diesen 20 Kontrollkatzen wiesen 17 Katzen neurologische Symptome auf. Die
Liquorproben wurden auf Art der Pleozytose und das Vorhandensein einer FIP-
typischen Zellpopulation, Fibringehalt, Blutkontamination und
immunzytochemisch positive Makrophagen hin untersucht. Mit der IZC von
Liquormakrophagen konnte FIP bei 81,0 % der Katzen korrekt nachgewiesen
werden. Die Sensitivität der IZC aus Liquor betrug insgesamt 85,0 % und war bei
Katzen mit FIP ohne ZNS-Beteiligung mit 90,1 % höher als bei Katzen, bei denen
sich FIP innerhalb des ZNS manifestierte (77,8 %). Die Spezifität war mit 83,3 %
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niedriger als aufgrund vorliegender Studien zu erwarten gewesen wäre. Negative
Ergebnisse in der IZC von Liquorproben schließen FIP nicht aus. Positive Befunde
dürfen nur mit Vorsicht und in Kombination mit Signalement, klinischen
Symptomen und Laborveränderungen beurteilt werden, da falsch positive
Ergebnisse auftreten können.
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VIII. SUMMARY
Implementation of the immunocytochemistry (ICC) of panoptically stained samples
was evaluated in study I. In order to analyze which pretreatment preserves the
immunoreactivity of the cells best, panoptic staining with and without
coverslipping, coverslipping without staining, and microwave treatment were
tested. In this study, 186 lymph node fine-needle-aspiration and brain smear
samples containing cellular antigens and 22 effusion samples containing feline
coronavirus (FCoV) antigen were used. Immunoreactivity of the samples
containing cellular antigens for ICC staining was preserved best by covering the
panoptically stained cytologies in a mounting medium. An additional microwave
treatment for antigen retrieval before ICC improved the ICC staining results
comparable to the optimal results of unstained, frozen slides. Each pretreatment
abolished the immunoreactivity of FCoV antigen and gave negative ICC results.
Therefore, samples should be left unstained and stored frozen if a viral disease is
possible.
Study II investigated the ICC for detection of the FCoV antigen in macrophages of
the cerebrospinal fluid (CSF). CSF samples of 41 cats were evaluated for FCoV
antigen-postive macrophages via ICC. In 21/41 cats, feline infectious peritonitis
(FIP) was confirmed via positive immunohistochemical staining of altered organs.
In 10/21 cats with neurological signs, post mortem investigation showed a central
nervous system (CNS) manifestation of FIP with pyogranulomatous lesions within
the CNS. In 20/41 cats, FIP was either excluded post mortem via
immunohistochemical staining of all altered organs or FIP was excluded due to a
survival time of the cats longer than 1.5 years. Seventeen of the 20 cats showed
neurological signs. CSF samples were also evaluated regarding type of pleocytosis
and whether a FIP-typical cell population was present. Further, fibrin content, blood
contamination and number of macrophages positive for FCoV antigen in the ICC
were analysed. FIP was correctly diagnosed via ICC staining of CSF in 81.0 % of
the cats with immunohistochemically confirmed FIP. The ICC of the CSF thus, had
a sensitivity of 85.0 % and was higher in cats with FIP without CNS involvement
(90.1 %) than in cats with a CNS manifestation of FIP (77.8 %). The specificity of
the ICC (83.3 %) was not as high as in other studies. Consequently, negative ICC
results do not exclude FIP. As false-positive results can occur, positive ICC
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stainings should be interpreted with caution and only in combination with
signalement, clinical signs and laboratory changes.
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